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Resumo

GUTERRES, Karina Affeldt. Microrganismos de lesfes cutaneas de pequenos
animais: Resisténcia a antimicrobianos e bioprospecc¢éo de extratos de plantas
da familia Lamiaceae e Fabaceae. 2015. 96f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias)
— Programa de Pés-Graduacgdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinéria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

As afeccdes dermatoldgicas apresentam grande destagque em pequenos animais,
podendo ser causadas por bactérias, principalmente Staphylococcus e
Streptococcus, ou fungos, destacando o complexo Sporothrix. A resisténcia
bacteriana e fungica aos antimicrobianos é fonte de preocupacédo, aumentando as
pesquisas em busca de novas opc¢des terapéuticas. Assim, o objetivo do trabalho foi
isolar e identificar bactérias provenientes de lesdes cutaneas de cdes, determinando
o perfil de resisténcia destas; avaliar a atividade in vitro do extrato hidroalcodlico de
Bauhinia forficata frente as bactérias e a Sporothrix brasiliensis e determinar a
sensibilidade dos isolados bacterianos aos 6leos essenciais de Origanum vulgare
(orégano), Origanum majorana (manjerona) e Rosmarinus officinalis (alecrim). Os
Oleos essenciais foram obtidos através de arraste de vapor em Clevenger, sendo
testados nas concentracdes de 250 a 0, 4882 pg/mL e o extrato hidroalcoodlico
através de rotaevaporador, sendo testado nas concentracbes de 100 a 0, 195
mg/mL. Para isolamento e identificacdo bacteriana, foram coletadas secre¢des de
lesdes cutaneas ulceradas de 40 cdes e semeadas em placas contendo Agar
MacConkey e Agar Sangue colocadas em estufa, a 37°C, durante 24 horas, sendo
apO0s o crescimento bacteriano, realizadas provas bioquimicas, confirmadas por
método automatizado, para identificacdo de género e espécie. O teste de
susceptibilidade frente aos antibioticos foi realizado de acordo com Kirby-Bauer e
frente aos extratos vegetais através de microdiluicdo em caldo, sendo esta Ultima
técnica aplicada também para avaliacdo in vitro de B. forficata frente a 7 isolados de
S. brasiliensis, cultivados em meio Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol a 25°, 7
dias. Como resultados, foram isoladas 46 bactérias, destacando-se Staphylococcus
(n=19), Pseudomonas (n=8), Proteus (n=4) e Escherichia coli (n=3). Nos testes de
sensibilidade aos antibioticos as bactérias foram em geral mais resistentes aos [3-
lactamicos e mais sensiveis a enrofloxacina. B. forficata ndo apresentou atividade
frente a maioria das bactérias nas concentracfes testadas. Em relacdo aos 6leos
analisados, houve diferenca estatistica (p<0,05) para CIM e CBM entre os isolados
de bactérias Gram positivas. O 6leo essencial de alecrim obteve menor CIM e CBM
(0,4 pg/mL), seguido de orégano (1,9 pg/mL de CIM e 3,9 pg/mL de CBM) e
manjerona (0,4 pg/mL de CIM e CBM), sendo que os dois ultimos nédo diferiram
estatisticamente. Com o grupo de bactérias Gram negativas, os 6leos de manjerona
(CIM de 0,4 pg/mL e CBM de 1,9 pug/mL) e alecrim (0,9 pg/mL de CIM e CBM)
obtiveram menor CIM e CBM, ndo diferindo estatisticamente. O 6leo essencial de
orégano (CIM e CBM de 0,4 pg/mL), ndo diferiu estatisticamente do 6leo essencial



de alecrim. B. forficata frente ao S. brasiliensis, apresentou CIM de 100 mg/mL e
CFM >100 mg/mL. Mais estudos acerca da atividade destas plantas devem ser
realizados, sendo outras formas de extratos de B. forficata, concentragdes e outras
partes vegetais testadas, visto que esta apresenta atividade frente a outros fungos,
podendo vir a ser uma alternativa no tratamento da esporotricose. Tratando-se dos
Oleos da familia Lamiaceae, com os resultados obtidos, estes podem ser uma nova
alternativa terapéutica, em casos de resisténcia bacteriana, necessitando de maiores
estudos pré-clinicos.

Palavras-chave: Bauhinia forficata; Familia Lamiaceae; resisténcia bacteriana;
Sporothrix brasiliensis



Abstract

GUTERRES, Karina Affeldt. Microorganisms of cutaneous lesions of small
animals: Antimicrobial resistance and bioprospecting Lamiaceae family plant
extracts and Fabaceae. 2015. 96f. Dissertation (Master degree in Sciences) —
Programa de Pds-Graduagdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2015.

The dermatologic diseases present major highlight in small animals and can be
caused by bacteria, especially Staphylococcus and Streptococcus, or fungus,
highlighting the Sporothrix complex. Bacterial and fungal resistance to antimicrobial
agents is a source of concern, increasing research for new therapeutic options. The
objective of this study was to isolate and identify bacteria from skin lesions of dogs,
determining the resistance profile of these; evaluate the in vitro activity of
hydroalcoholic extract of Bauhinia forficata on the bacteria and Sporothrix brasiliensis
and determine the sensitivity of bacterial isolates to essential oils of Origanum
vulgare (oregano), Origanum majorana (marjoram) and Rosmarinus officinalis
(rosemary). The essential oils were obtained by entrainment in vapor Clevenger
being tested at concentrations of 250 to 0 4,882 mg/mL and the hydroalcoholic
extract through rotaevaporator being tested in concentrations of 100 to 0 195 mg/mL.
For bacterial isolation and identification secretions were collected skin ulcers dogs 40
and seeded in plates containing MacConkey blood agar and placed in an oven at 37
° C for 24 hours after the bacterial growth being carried out biochemical tests
confirmed by automated method for gender identification and species. The front of
antibiotic susceptibility testing was performed in accordance with Kirby-Bauer and
facing the plant extracts by broth microdilution, the latter technique applied also to in
vitro evaluation against B. forficata 7 isolates of S. brasiliensis grown in Sabouraud
Dextrose medium with chloramphenicol at 25 °C, 7 days. As a result, bacteria were
isolated 46, standing out Staphylococcus (n = 19), Pseudomonas (n = 8), Proteus (n
= 4) and Escherichia coli (n = 3), and in front of sensitivity tests antibiotics, bacteria in
general more resistant to B-lactam and more sensitive to enrofloxacin. B. forficata
showed no activity against most bacteria studied at different concentrations.
Regarding the oil analyzed, showed a statistical difference (p <0.05) for MIC and
MBC between the strains of Gram positive bacteria. The rosemary essential oil had
lower MIC and MBC (0,4 mg/mL), followed by oregano (1,9 mg/mL of MIC and 3,9
mg/mL of CBM) and marjoram (0,4 mg/mL MIC and MBC), with the latter two did not
differ statistically. With the group of Gram negative bacteria, marjoram oils (MIC 0,4
mg/mL and CBM of 1,9 mg/mL) and rosemary (0,9 mg/mL of MIC and MBC) had
lower MIC and MBC did not differ statistically. The essential oil of oregano (MIC and
MBC of 0,4 mg/mL) did not differ statistically from the essential oil of rosemary. B.
forficata against S. brasiliensis showed an MIC of 100 mg/mL and CFM than 100
mg/mL. More studies on the activity of these plants should be performed, and other
forms of B. forficata extracts, concentrations and other plant parts tested, as it has



activity against other fungi and could be an alternative in the treatment of
sporotrichosis. In the case of the family Lamiaceae oils, with the results obtained,
they may be a new therapeutic option in cases of bacterial resistance, necessitating
higher preclinical studies.

Key-words: Bauhinia forficata; Lamiaceae Family; bacterial resistance; Sporothrix
brasiliensis



Lista de Figuras

ARTIGO 1 Avaliacéo in vitro de 6leos essenciais da familia Lamiaceae e

extrato hidroalcoodlico de Bauhinia forficata em bactérias isoladas de lesdes

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Cromatograma do 6leo essencial de alecrim, evidenciando os

picos referentes aos compostos alpha-pinene (pico 1; camphene

(pico 2), o-cymene(pico 7), D-limonene (pico 8); 1-8 cineol (pico

9), 2B-myrcene (pico 11), camphor (pico 14), Isoborneol (pico 16)

€ O-terpi€ol (PICO 18)......uuuiiiiiiiiiiiiieiiieie e 48
Cromatograma do 6leo essencial de manjerona demonstrando os
compostos 3-thujene (pico 1), B-phellandrene (pico 3), B-myrcene
(pico 5), 4-carene (pico 7), o-cymene (pico 8), 5-isopropyl-2-
methylbicycl 2- hexanol (pico 13), y-terpinene (pico 15), 4-

terpineol (pico 16),a-terpineol (pico 17), 4- acetate terpinene

21), B-caryophyllene (pico 22), Elixene (pico 23),
Methyltetradecanoate (pico 25), PalmiticacidmethylEster (pico 26)

e Nonadecanoicacid methyl Ester (piCO 28)........cccceevieeiiiiiiiiiinieinnn, 49
Cromatograma do 6leo essencial de orégano, evidenciando os
compostos B-terpinene (pico 3), B-pinene (pico 4), (+)-4-carene

(pico 6), o-cymol (pico 7), (+)-sylvestrene (pico 8), y-terpinene

(pico 11), 2-carene (pico 13), 5-isopropyl-2-methylbicyclo [3.1.0]
hexan-2-ol (pico 14), 4-terpineol (pico 17), a-terpineol (pico 18),
Thymolmethylester (pico 21), Hidroxy-p-cymene (pico 24), -
caryophyllene (pico 29), y-elemene (pico 31), Methylpalmitate



Figura 4

Figura 5

Percentual de resisténcia de bactérias Gram negativas isoladas de
lesBes cutaneas de cées frente aos antibioticos Ampicilina (AMP),
Amoxicilina (AMO), Cefalexina (CEFA), Ceftriaxona (CEFT),
Enrofloxacina (ENRO), Neomicina (NEO), Oxacilina (OXA),

PeniCilina G (PEN).....ccoiiiieiiiiiee et e 52
Percentual de resisténcia de bactérias Gram positivas isoladas de
lesBes cutaneas de cées frente aos antibidticos Ampicilina (AMP),
Amoxicilina (AMO), Cefalexina (CEFA), Ceftriaxona (CEFT),
Enrofloxacina (ENRO), Neomicina (NEO), Oxacilina (OXA),

Penicilina G (PEN).....coi e 54

ARTIGO 3 Utilizacéo de (1-3) B-glucana em esporotricose canina causada por

Sporothrix brasiliensis refrataria ao Itraconazol

Figura 1

Figura 2

Patient upon arrival for clinical examination, showing destruction of
the nasal planum with secondary contamination........................... 73

Patient after the treatment with itraconazole along with (1-3) B-



Lista de Tabelas

ARTIGO 1 Avaliacéo in vitro de 6leos essenciais da familia Lamiaceae e

extrato hidroalcoodlico de Bauhinia forficata em bactérias isoladas de lesdes

cutaneas de cades

Tabela 1

Tabela 2

Resultados da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e

Concentracao Bactericida Minima (CBM) dos 6leos essenciais de
alecrim, manjerona e orégano (ug/mL) frente a bactérias Gram
positivas isoladas de lesbes cutaneas de caninos atendidos no

HCV = UFPE L ..ot 45
Resultados da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e

Concentracao Bactericida Minima (CBM) dos 6leos essenciais de
alecrim, manjerona e orégano (ug/mL) frente a bactérias Gram
negativas isoladas de lesfGes cutaneas de caninos atendidos no

HCV = UFPE L.t 47

ARTIGO 2 Avaliacao do extrato hidroalcodlico de Bauhinia forficata frente ao

Sporothrix brasiliensis

Tabela 1

Resultados do teste de microdiluicdo em caldo (CIM e CFM)
avaliando a atividade do extrato hidroalcodlico de Bauhinia
forficata e o antifUngico padrao itraconazol frente a isolados de

Sporothrix BrasilieNSIS..........ooceiiiiiiiieecce e 66



Sumaéario

(N [0 8 o Yo [ U o= o TP PP PPPPPPPPRTP 15
2 OB JOEIVOS ...ttt e e e 17
2.1 ODJELIVO GEIAL....ciiiiiiiiie it 17
2.2 ODbjetivoS ESPECITICOS . ..uuiiiiiiiiieiiee e 17
3 RevViS80 BiblografiCa.........coooiiiiiiiiie e 18
3.1 Microrganismos de Importancia em Dermatologia.........cccccevvvvvvvvvnnnnnnnnn 18
3.1.1 Bactérias e resisténcia na dermatologia Veterinaria.................ccccee. 19
3.1.2 Antibacterianos utilizados na dermatologia Veterinaria..................... 22
3.1.3 Fungos na dermatologia Veterinaria...........cccccvvveevviiiiiiiinniiiiee e e, 25
3.1.3.1 Esporotricose e Sporothrix brasiliensSiS........ccccccvveeiiviiiieeeeeeeeeeeeeee 26
3.1.4 Antifungicos na dermatologia Veterinaria........c.ccccccvvvvviiiiiiieenieeeeeee, 29
3.2 Plantas MeEAICINAIS ......coiuuiiiiiie ittt 31
3.2.1 Bauhinia fOrfiCata......cccuvviiiieiiiiiieii e 33
3.2.20riganum VUIQAre L.....ocoooo it 34
3.2.3 0riganum Majorana L..........ccceiieiiiee e 36
3.2.4 Rosmarinus OffiCiNaliS L........cooiiiiiiiiiiiiiiee e 37
N o o [0 1= PSSP 38
N o o o e S PPPP 38
A N o Ao [ o RS RTTPSP 60

B AN 1 o Lo TG S 71



5 CoNSIderagies FIN@IS.......uuuuuiuuiuiiiiieeei et e e e e e e e e e eeeeeeeennnnns

Referénci

Apéndice

L



1 Introducéo

As afeccbes do sistema tegumentar possuem grande importancia na clinica de
pequenos animais, representando cerca de 30 a 40% dos casos presenciados na
clinica médica (MOTTIN, 2008; MATOS et al., 2012). Segundo MENESES et al.
(2000), as principais dermatopatias de cdes e gatos, em ordem decrescente de
ocorréncia, de acordo com a etiologia, sao bacterianas, parasitarias e fungicas.

Entre os principais agentes etioldégicos bacterianos, estdo o0s géneros
Staphylococcus e Streptococcus, sendo o Staphylococcus pseudointermedius de
alta ocorréncia (MATOS et al., 2012). Enquanto que, em relacdo as infeccoes
fungicas, destaca-se a esporotricose, como uma micose subcutanea emergente em
animais (SOUZA et al., 2009). De acordo com RODRIGUES et al. (2013), dentro do
complexo Sporothrix, S. brasiliensis vem sendo diagnosticado em 96% dos casos de
esporotricose felina no Brasil.

A instituicdo de uma terapia adequada, nos quadros de etiologia bacteriana,
€ prejudicada quando o antibidtico de primeira escolha néo é eficaz, e a sua escolha
torna-se limitada quanto mais resistente se apresentar a bactéria (SALAZAR, 2011).
A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é fonte de preocupacdo para a
medicina humana e veterinaria, sendo o0 uso improprio e abusivo dos antibiGticos
uma das principais causas do surgimento e selecdo de bactérias resistentes, que
vem se disseminando mundialmente (MEIRELES, 2008), tornando-se um problema
de saude publica (MOTA et al., 2005).

O complexo Sporothrix vem sendo estudado quanto a diferencas de
patogenicidade e sensibilidade in vitro (OLIVEIRA et al., 2011), sendo que algumas
espécies tem demonstrado maior resisténcia ao itraconazol, antifingico de eleicédo
para esporotricose (SCHUBACH et al.,, 2004). Além disso, tem sido reportada a
perpetuacdo desta, especialmente em felinos domésticos, devido principalmente ao
longo tempo de tratamento e abandono da terapia, associado as falhas terapéuticas
por conta de resisténcia, o que traz grande preocupacédo a area médica (GIORDANI,
2013; LAVADOURO et al., 2013).
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Diante da problematica da resisténcia por parte dos microorganismos aos
antibidticos e antifangicos utilizados para o tratamento das dermatopatias em
veterindria, muitas pesquisas tem se focado na busca de novas moléculas ou novas
opcOes terapéuticas, como alternativas aos tratamentos ja pré-estabelecidos (HAIDA
et al., 2007; SILVA, 2011; GIORDANI, 2013; SANTIN, 2013). Destacando-se aquelas
utilizando extratos vegetais com fins profilaticos e curativos em infecg¢des
bacterianas e fungicas (PORTE & GODOQY, 2001; HAIDA et al., 2007;CLEFF, 2008;
SILVA, 2011; SANTIN, 2013; GIORDANI, 2013).

Estudos tém demonstrado atividade antimicrobiana de plantas da familia
Lamiaceae, como Origanum vulgare, Origanum majorana e Rosmarinus officinalis, e
da familia Fabaceae, como a Bauhinia forficata (FETROW; AVILA, 2000; SOUZA et
al., 2000; PORTE & GODOQY, 2001; SILVA & FILHO, 2002; INDIANARA et al., 2008;
CLEFF, 2008;SILVA, 2011; ROMERO et al., 2012; SANTIN, 2013; MATOS, 2014).
Sendo que em algumas espécies vegetais 0 uso popular esta tradicionalmente
consolidado no tratamento de diversas infec¢des e serve como guia para pesquisas
farmacologicas (MICHELIN et al., 2005).

Os extratos de plantas da familia Lamiaceae, vém demonstrando atividade no
qgue diz respeito as propriedades antibacterianas, antifingicas, antioxidantes,
cicatrizantes, estimulantes do sistema nervoso, entre outras acdes (LAMBERT et al.,
2001; CLEFF et al., 2008). Segundo uso popular e literatura, dentre as espécies da
familia. Fabaceae, Bauhinia forficata destaca-se por apresentar acao
hipoglicemiante, antibacteriana, fungicida, antidiarreica, antiviral, analgésica e até
anti-tumoral (MENESES et al., 2007). Assim como, acao no tecido cutaneo, levando
a reducdo do prurido, eritemas, edemas, formacdo de comeddes, pustulas e até
micro-cistos (MENESES et al., 2007).

Devido a atual e crescente problematica da resisténcia dos microrganismos,
em adicdo a atividade antimicrobiana das plantas citadas, torna-se essencial a busca
por novas alternativas terapéuticas que tenham acéo antibacteriana e antifingica,

investindo-se desta forma em pesquisas acerca do uso de extratos vegetais.



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Determinar a atividade de extratos vegetais em bactérias multirresistentes e
fungos do complexo Sporothrix isolados de lesdes cutaneas de animais.

2.2 Objetivos Especificos

- Isolar e identificar bactérias provenientes de lesdes cutaneas de pequenos animais
- Tracar um perfil de resisténcia das bactérias isoladas de lesGes cutaneas de
pequenos animais e do complexo Sporothrix

- Avaliar a atividade in vitro do extrato hidroalcodlico de Bauhinia forficata e oleo
essencial de Origanum vulgare, Origanum majorana e Rosmarinus officinalis frente a
bactérias multiresistentes

- Avaliar a atividade in vitro do extrato hidroalcodlico de Bauhinia forficata frente a
Sporothrix brasiliensis

- ldentificar os principais compostos quimicos dos extratos que obtiverem os
melhores resultados in vitro

- Relatar a utilizacdo de (1-3) B-glucana associada ao itraconazol em esporotricose

canina causada por Sporothrix brasiliensis refratario ao itraconazol



3 Revisao de literatura

3.1 Microrganismos de Importancia em Dermatologia

A presenca de bactérias em uma lesdo cutdnea ndo significa
necessariamente infeccdo, sendo que a maioria das feridas quando manejadas
corretamente evolui bem, porém fatores relacionados ao paciente como idade,
imunossupressdo, doencas concomitantes, tipo, quantidade e patogenicidade dos
microrganismos presentes, influenciam a evolucéo do quadro (ARIAS et al., 2008).
Inimeros agentes podem estar envolvidos nas dermatopatias, como bactérias,
parasitas e fungos, levando a diferentes quadros clinicos, tanto localizados quanto
disseminados (MATOS et al., 2012).

Dentre os principais agentes etioldgicos bacterianos na dermatologia de
pequenos animais estdo os géneros Staphylococcus e Streptococcus, destacando-
se a espécie Staphylococcus intermedius na maioria dos casos de piodermite canina
(BARBOSA et al., 2011). Isolados de Staphylococcus spp e Streptococcus spp tem
sido comumente descritos como agentes causadores de piodermites secundarias,
em que ja ha uma injaria na pele, alterando a resisténcia da mesma e com isso,
possibilitando a proliferacdo bacteriana (PENA, 2007; CONTE, 2008). Segundo
MENDES (2008), o género Staphylococcus sp faz parte da microbiota residente da
pele, e possui facilidade de multiplicacdo por alteracdo das populacdes de outras
bactérias, podendo ser isolado com maior frequéncia nas feridas de cées e gatos.

As enfermidades fungicas vém crescendo na clinica de pequenos animais,
destacando-se pacientes que apresentam fatores predisponentes e/ou infeccdes
bacterianas associadas, aumentando as dificuldades de controle do quadro clinico
(MATOS et al.,, 2012). Algumas circunstancias podem favorecer as infeccdes
micéticas, tais como a administracdo prolongada de antibibticos, terapia com
corticosteréides, terapia imunossupressiva, farmacos citotoxicos e deficiéncias
imunes (CARTER, 1988).

Dentre as diferentes espécies fungicas de importancia clinica em pequenos

animais, destacam-se Malassezia pachydermatis, como agente de otites e
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dermatites, os dermatéfitos como Mycrosporum canis, encontrado na microbiota de
felinos, e fungos do complexo Sporothrix schenckii. Este ultimo acomete o tecido
subcutaneo e tem sido relatado como emergente na regiao sul do Rio Grande do Sul
(MULLER & KIRK, 2003; MADRID, 2007; MADRID et al., 2010).

Em adicdo, infeccdo mista pode ocorrer, como descrito por MATOS e
colaboradores (2013) em um caso de dermatite multifatorial em um c&o, envolvendo
Demodex canis, Staphylococcus spp, Streptococcus spp e o complexo Sporothrix
schenckii, demonstrando o possivel envolvimento concomitante destes agentes
etiolégicos em um mesmo paciente. KEMPFER (2010), ao avaliar 79 culturas
provenientes de secrecao cutanea de caes, observou que 23 eram polimicrobianas,

incluindo diversos géneros bacterianos.

3.1.1 Bactérias e resisténcia na dermatologia Veterinaria

Dentre as afecgbes na clinica de animais de companhia, as lesdes cutaneas
destacam-se pela alta frequéncia, e em sua grande maioria decorrentes de mordidas
e atropelamentos (ARIAS et al., 2008). Grande parte das feridas torna-se infectada,
nao respondendo ao tratamento preconizado (ARIAS et al., 2008). Além disso, a
instituicdo de terapia adequada pode ser atrasada quando o antibiotico de primeira
escolha ndo € eficaz, e a escolha deste torna-se mais limitada quanto mais
resistente se apresentar a bactéria (SALAZAR, 2011).

ARIAS et al., (2008), realizou um estudo no qual acompanhou 18 pacientes
com ferimentos de origem traumatica que nao apresentaram boa evolucdo do
guadro com o tratamento topico e sistémico instituido, sendo os bacilos Gram
negativos detectados em 70 % dos casos, com predominancia do género
Pseudomonas (30%), seguido por Proteus (20%). Dentre os Gram positivos, que
ocorreram em 30% dos casos, Staphylococus e Streptococcus foram isolados com
igual frequéncia. O mesmo ocorreu com 0s microrganismos Gram positivos isolados
por KEMPFER (2010), MENDES (2008) e SANTOS et al. (2005), em que se
destacaram o0s géneros Staphylococcus e Streptococcus, jA 0S microrganismos
Gram negativos isolados com maior freqtiéncia das feridas foram Pseudomonas sp.,
Proteus sp. e Escherichia coli.

Segundo Amalsadvala e Swaim (2006), podem existir varios tipos de

microorganismos em um mesmo ferimento, sendo Pseudomonas sp, Streptococcus
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sp. e Staphylococcus sp. os principais. No estudo realizado por KEMPFER (2010),
das 79 culturas analisadas provenientes de secrecdo de pele, 23 foram
consideradas polimicrobianas e 56 monomicrobianas.

OLIVEIRA (2005) cita as espécies Staphylococcus intermedius e
Pseudomonas aeruginosa como as mais isoladas de otites em cédes, assim como
SANTOS et al. (2005), que cita 100% de isolamento e resisténcia de Pseudomonas
aos antibidticos testados no seu experimento. Segundo KRUTH (2006), a terapia
contra esta bactéria é extremamente dificil, devido a ocorréncia de resisténcia
natural e adquirida, sendo a gentamicina, amicacina e a ciprofloxacina
potencialmente eficientes contra este agente, enquanto que a enrofloxacina é
ineficaz em muitos casos.

Segundo OLIVEIRA et al. (2005), nos caes otopatas, Pseudomonas
aeruginosa foi resistente a maioria dos antibiéticos testados, sendo o melhor
resultado obtido com ciprofloxacina, seguido de tobramicina e imipenem. Em
medicina veterinaria, os aminoglicosideos e as quinolonas tém mostrado boa
efetividade contra Pseudomonas aeruginosa isoladas de otite externa canina, sendo
apontadas como farmacos de eleicdo (FARIAS, 2002).

ARIAS et al., (2008), cita baixa suscetibilidade das bactérias encontradas na
pele aos antimicrobianos testados em seu estudo (7% a 58,33%), enfatizando a
necessidade e obrigatoriedade da realizacdo de antibiogramas em bactérias
isoladas de animais com ferimentos infectados. Dentre os microrganismos Gram
negativos isolados, os géneros Acinetobacter, Proteus, e Pseudomonas, foram
resistentes a 14 antibidticos testados, sendo que nenhum antibiotico testado nas
bactérias Gram negativas apresentou eficacia maior do que 50% (ARIAS et al.,
2008). Nos antibiéticos avaliados em mais de quatro isolados bacterianos, houve
100% de resisténcia a amoxicilina + acido clavuléanico, cefalexina e cefalotina,
enquanto que observou-se 35,7% de sensibilidade a enrofoloxacina, 40% a
gentamicina, 41,6% a ciprofloxacina e 50% a amicacina (ARIAS et al., 2008) .

Considerando-se os antibidticos testados em quatro ou mais isolados Gram
positivos, a amoxicilina + clavulanato apresentou eficacia de 75%, seguido pela
cefalexina, que apresentou eficacia de 66,7% (ARIAS et al., 2008). Ao avaliar-se a
sensibilidade das bactérias conjuntamente, o melhor indice foi obtido com o uso de

norfloxacina (58,33%), enquanto que medicamentos como amoxicilina + clavulanato,
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cefalosporina e sulfazotrim apresentaram no maximo 25% de eficacia (ARIAS et al.,
2008).

Nos antibiogramas realizado por OLIVEIRA et al. (2005), os melhores
resultados para Staphylococcus coagulase negativa foram os que utilizaram
guinolonas, netilmicina e betalactamicos (com excecdo de ampicilina, penicilina e
oxacilina). Para Staphylococcus coagulase positiva, os melhores resultados foram
obtidos com cefoxitina, amoxicilina- acido clavulanico, imipenem, netilmicina e
cefotaxima. Neste trabalho observaram-se, ainda, 33,3% de Staphylococcus
resistentes a oxacilina, um dado importante ja que a transmissao zoonética de
isolados de Staphylococcus de animais de estimacdo para o homem ja foi descrita
na literatura (WEESE et al., 2006; GEORGIEVA, 2012). Considerando-se a
ocorréncia de isolados de Staphylococcus resistentes a oxacilina na medicina
veterinaria, e sabendo-se que esta € considerada a droga de escolha no tratamento
de infeccbes estafilococicas graves no homem, a possibilidade de transmissao
zoonotica de isolados de Staphylococcus resistente a oxacilina indica a necessidade
de monitorar os perfis de isolamento e susceptibilidade aos antimicrobianos na
préatica veterinaria (OLIVEIRA et al., 2005).

Atualmente a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € fonte de
preocupacdo para a medicina humana e veterinaria, sendo o0 uso improprio e
abusivo dos antibiéticos uma das principais causas do surgimento e selecdo de
bactérias resistentes, que vém se disseminando por todas as regifes do planeta
(MEIRELES, 2008). A resisténcia aos antimicrobianos é inerente as bactérias, tendo
sido identificada na medicina humana dois anos ap0s a introducdo da penicilina em
1941 (ARIAS et al., 2012), sendo causada basicamente pela evolu¢édo das bactérias,
pela mutacdo espontanea e recombinacdo de genes, que criam variabilidade
genética sobre a qual atua a selecdo natural aos mais aptos (ANDRADE, 2002).
Historicamente, a resisténcia aos antimicrobianos era determinada pela auséncia de
resposta clinica a administracdo de medicamentos (MANTESE, 1999). Porém,
atualmente métodos laboratoriais podem predizer essa resposta, ao testar in vitro a
sensibilidade de isolados clinicos aos antimicrobianos e ao dosar as concentracdes
do farmaco no soro e em outros fluidos do hospedeiro (AGOSTINIS et al., 2012).
Assim como, 0 uso abusivo de antimicrobianos em seres humanos gera resisténcia
nestes individuos, 0 mesmo ocorre com 0 mau uso em animais (SINGER et al.,
2003).
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Tratando-se da instituicdo de uma terapia sistémica, a prescricdo adequada
do farmaco deve ser baseada nos testes de identificacdo bacteriana, na capacidade
do farmaco em atingir a concentracdo adequada na pele e principalmente nos testes
de sensibilidade do microrganismo ao farmaco (VIEIRA, 2012).

3.1.2 Antibacterianos utilizados na dermatologia Veterinaria

Segundo PAVLETIC & TROUT (2006), os antibiéticos mais indicados para
tratamento das infec¢des cutédneas ou dermatopatias séo os bactericidas de amplo
espectro como cefalosporinas, amoxicilina + clavulanato e fluorquinolonas. O grupo
dos aminoglicosideos é utilizado em casos mais graves, em que ha risco de vida
para o paciente, com excecdo do antibiotico neomicina de uso tépico (VIEIRA,
2012).

Os antibioticos beta-lactamicos ou beta-lactaminas constituem um grupo de
farmacos com um grupamento quimico denominado anel betalactamico. Pertencem
a esse grupo as penicilinas, cefalosporinas, cefamixinas, oxicefamixinas,
amidinopenicilinas, carbapeménicos, acido clavulanico, sulbactam e os antibidticos
monobactamicos (ANDRADE, 2002). Esta classe de drogas apresenta um amplo
espectro de acdo com toxicidade baixa para o hospedeiro, sendo rotineiramente
administrados por via oral, permanecendo acessiveis, facilitando desta forma a sua
administracao (VIEIRA, 2012). Os isolados que apresentam resisténcia a meticilina
ou oxacilina, podem se apresentar sensiveis aos [-lactamicos in vitro, mas séo
realmente resistentes a toda esta classe de drogas in vivo (MAY, 2006).

Os antibidticos 3-lactamicos atuam nas bactérias através da ligacdo com
proteinas ligadoras de penicilina (PLP), que sdo enzimas catalisadoras da sintese da
parede celular da bactéria (MANTESE, 1999, TAVARES, 2000). A resisténcia ocorre
pela alteracdo das PLPs, o que resulta em uma diminuicdo da afinidade dessas
enzimas a esses antibidticos (TAVARES, 2000). Alguns autores tem citado maior
percentual de resisténcia de isolados cutaneos de caninos, frente a ampicilina e
penicilina (GEORGIEVA et al., 2012).

As cefalosporinas possuem atualmente cinco geracdes (MIMICA, 2011),
entretanto as de primeira geracao continuam sendo os antimicrobianos de eleicdo na

maior parte das infec¢cdes cutaneas e de tecidos moles, devido a sua atividade

predominantemente contra cocos Gram positivos (RODRIGUES et al., 2007). As
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cefalosporinas de segunda geragdo sdo ativas contra as bactérias sensiveis as
cefalosporinas de primeira geracdo, com a vantagem de ampliar seu espectro contra
as bactérias Gram negativas e alguns anaerobios (RODRIGUES et al., 2007). As
cefalosporinas de terceira geragéo séo utilizadas em infecgbes por Gram negativos
em pacientes hospitalizados, infeccdes pds-operatorias deferidas e nas infec¢des
por Pseudomonas sp., j& as de quarta geracdo, tém o seu uso preferencialmente
hospitalar, naquelas infec¢Bes causadas por bactérias altamente resistentes a outros
antimicrobianos, especialmente bactérias Gram positivas e Gram negativas
produtoras de beta-lactamases (RODRIGUES et al., 2007).

As cefalosporinas de quinta geracdo, o ceftobiprole, possuem 6tima acéo
contra Staphylococcus aureus, incluindo os isolados resistentes a oxacilina, além de
outros Gram positivos, Gram negativos, e também anaerdbios, porém 0 seu uso
ainda néo esta disponivel na pratica clinica (MIMICA, 2011).

Segundo SILVA et al. (2014), dentre os antibioticos, as cefalosporinas sao os
antimicrobianos de primeira escolha e utilizados com maior frequéncia no tratamento
das piodermites, entretanto, frente a infeccbes cutdneas causadas por
Staphylococcus sp. resistentes a meticilina ou oxacilina, as cefalosporinas deixam de
constituir op¢des terapéuticas, 0 que restringe a selecdo dos farmacos.

Outro grupo que se destaca sdo os aminoglicosideos que sao antibidticos
comumente usados em infeccbes bacterianas por Gram negativas aeroObicas
(SOUZA et al., 2008). Este grupo de antibiéticos é parte importante do arsenal
terapéutico antibacteriano desde seu descobrimento, na década de 40, através de
uma cepa de Streptomyces griseus, que produzia uma substancia que inibia o
crescimento do bacilo da tuberculose e de diversos microorganismos Gram positivos
e Gram negativos, sendo que, em 1944, a estreptomicina foi isolada (OLIVEIRA et
al., 2006; SOUZA et al., 2008).

Todos o0s aminoglicosideos agem pelo mesmo mecanismo de acéao,
penetrando no interior da célula bacteriana e interagindo com a superficie celular,
deslocando competitivamente Ca %" e Mg ?*, que mantém a unido entre as células,
formando "buracos" na parede celular e alterando a permeabilidade da membrana
(OLIVEIRA et al., 2006; SOUZA et al., 2008). A partir disso ocorre o acoplamento
com o ribossomo, através da subunidade 30S, diminuindo a sintese protéica e
levando a leitura incorreta do RNA mensageiro, causando desta forma alteracdo no

funcionamento da membrana celular com saida de constituintes essenciais ao
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funcionamento da célula, provocando a morte celular (OLIVEIRA et al., 2006;
SOUZA et al.,, 2008). Os aminoglicosideos tém atividade predominante sobre
organismos Gram negativos, como o género Pseudomonas, sendo as bactérias
anaerobicas mais resistentes ao efeito antibacteriano (COSTA, 1999).

Entretanto, devido ao elevado potencial toxico deste grupo, o seu uso fica
restrito, podendo aumentar o tempo de hospitalizacdo do paciente quando ha
intoxicacdo (OLIVEIRA et al, 2006). Os efeitos toxicos mais importantes sao
nefrotoxicidade, ototoxicidade e bloqueio neuromuscular (OLIVEIRA et al, 2006). A
nefrotoxicidade por aminoglicosideo causa insuficiéncia renal aguda, nao oligurica e
gueda na filtragcdo glomerular, geralmente ocorrendo apos sete dias de tratamento,
sendo a evolucdo para insuficiéncia renal oligo-andrica e/ou didlise dependente
considerada rara (OLIVEIRA et al, 2006; SOUZA et al., 2008). As injarias renais séo
induzidas pelo acumulo dos aminoglicosideos nas células nefréticas, inclusive nas
células mesangiais, causando uma desregulacdo nos mecanismos fisiologicos das
filtracdes glomerular e tubular, além de aumentar os niveis de creatinina sérica,
edemas intracelulares, apoptose e necrose das células do tabulo proximal (SOUZA
et al., 2008).

Os aminoglicosideos mais comumente utilizados e conhecidos s&o:
estreptomicina, neomicina, amicacina, gentamicina, canamicina, tobramicina,
netilmicina, aprimicina e espectinomicina (QUEIROZ, 2008). Os unicos usados em
gualquer extensao na clinica veterinaria € a amicacina, e gentamicina e a heomicina,
esta por sua vez, muito toxica para ser usada de forma sistémica, sendo utilizada
topicamente no tratamento de algumas doencas de pele (ALMENARA et al., 2008).
Embora os aminoglicosideos sejam bactericidas, eles sédo reservados para 0s casos
de infec¢cdes com risco de vida com poucas opc¢des de antibidticos (VIEIRA, 2012).

As fluoroquinolonas possuem grande utilizacdo na medicina veterinaria,
sendo comumente usadas como terapéutica inicial em casos de piodermites, por
possuirem acao contra microorganismos G -, G+, com as ultimas geracfes atuando
em bactérias anaerébias, sendo a sua acdo fundamental, sobretudo em infeccbes
causadas por microorganismos resistentes a outras classes de farmacos (VIEIRA,
2012; SOUZA & VASCONCELOS, 2005). A principal representante deste grupo é a
enrofloxacina com uso exclusivo em medicina veterinaria (SILVA & HOLLENBACH,
2010). As fluoroquinolonas atuam por inibicdo da atividade catalitica de duas

enzimas responsaveis e essenciais a replicagédo e transcricdo do DNA bacteriano: a
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DNA girase e a topoisomerase IV (SCHOLAR, 2002; SOUZA & VASCONCELOS,
2005).

Devido ao uso exacerbado de fluorquinolonas na ultima década, a incidéncia
de isolados resistentes aumentou (VIEIRA, 2012). Os mecanismos de resisténcia
frente as quinolonas ocorrem por alteragdes nas moléculas alvo: as enzimas DNA
girase e topoisomerase IV e alteragfes da acumulacéo intracelular dos antibidticos
(SILVA & HOLLENBACH, 2010).

Segundo MAY (2006), antimicrobianos da classe das fluoroquinolonas
constituem boas escolhas no tratamento do pioderma canino o que esta de acordo
com os resultados de PEDERSEN et al. (2007), que obtiveram somente 1,2% de
resisténcia in vitro a enrofloxacina em 84 amostras de Staphylococcus spp.
avaliadas.

Ao contrario das quinolonas de primeira geracdo, a administracao clinica das
fluoroquinolonas produz mutantes resistentes numa frequéncia ainda bastante
pequena (SILVA & HOLLENBACH, 2010), no entanto, POMBA-FERIA et al. (2002)
cita a resisténcia de Pseudomonas sp isoladas de felinos frente ao tratamento com
enrofloxacina. Clinicamente, a resisténcia as fluorquinolonas foi observada nos

casos de subdose ou tempo de tratamento inadequado (VIEIRA, 2012).

3.1.3 Fungos na dermatologia Veterinaria

Nas ultimas décadas, a utilizacdo crescente de terapias imunossupressivas, 0
uso abusivo de antibiéticos, o surgimento de infeccdes retrovirais, em humanos e
animais, foram decisivas para a emergéncia de doencas oportunistas, sendo as
enfermidades fangicas uma das mais importantes (GOMES et al., 2012). Malassezia
pachydermatis € um exemplo de levedura oportunista, ja que é comensal da pele,
meato acustico externo e mucosas de diferentes espécies animais, porém quando
ha alteracbes, como aumento da temperatura, umidade e substrato, bem como
desequilibrio na imunidade do hospedeiro pode acarretar no aparecimento da
malasseziose, que ocorre devido a multiplicacdo excessiva desta levedura
(GUILLOT, 1999; SANTIN et al., 2014).

Em infeccdes fungicas onde ha uma colonizacdo excessiva, somada a uma
série de alteracbes na superficie da pele, pode ocorrer infecgcdo bacteriana

secundéaria, devido a proliferagdo de microrganismos bacterianos como
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Staphylococcus spp e Streptococcus spp, dificultando e prolongando o tratamento
do paciente (PENA, 2007; CONTE, 2008; VIEIRA, 2012).

MARTINS e colaboradores (2014) citam infeccdo bacteriana secundaria a
criptococose e demodiciose em c&o, assim como MATOS e colaboradores (2014),
citam a associacdo de Staphylococcus spp e Streptococcus spp em um caso de
demodiciose e esporotricose causada pelo complexo Sporothrix schenckii em outro
paciente. Em ambos o0s casos a instituicdo do antifingico associado com a
antibioticoterapia se fez necessario, visto que tanto as bactérias quanto os fungos
podem lesar a barreira cutanea, colaborando com a manutencdo da enfermidade
(VIEIRA, 2012).

Dentre os agentes fungicos causadores de dermatopatias na clinica de
pequenos animais destacam-se o0s dermatoéfitos, as leveduras Malassezia
pachydermatis, Candida spp e os fungos dimorficos do complexo Sporothrix
schenckii (CLEFF, 2008; SANTIN, 2014; GALIZA et al., 2014).

Na regido Sul do Rio Grande do Sul, onde foi realizado este trabalho, p6de-se
observar um aumento nos casos de esporotricose felina, doenca causada por fungos
do complexo Sporothrix schenckii (MADRID, 2012).

3.1.3.1 Esporotricose e Sporothrix brasiliensis

A esporotricose foi primeiramente descrita por Benjamin Schenck, em 1898, o
gual isolou o agente etiolégico a partir de uma lesdo em um humano (LACAZ et al.,
2002; MADRID, 2007; MARTINS, 2012) e no Brasil a doenca foi relatada em 1907.
Apresenta distribuicdo mundial, com maior freqtiéncia em zonas de clima temperado
e tropical, estando a maioria dos casos na América Central e América do Sul
(HIRANO et al., 2006; MARIMON et al., 2007; MADRID, 2007; MARTINS, 2008;
OLIVEIRA et al., 2011; MARTINS, 2012). E uma infeccdo subcutanea de evolucéo
subaguda ou crdénica causada pelo complexo Sporothrix schenckii, sendo a sua
transmissao resultante da inoculacdo traumatica do agente na derme por espinhos,
felpas de madeiras, material vegetal, assim como por arranhadura e mordedura de
animais contaminados ou por contaminacdo da pele com solucdo de continuidade
(MADRID, 2007; SCHUBACH et al., 2008; LARSSON et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2011; MARTINS, 2012; BORGES et al., 2013).
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Nos ultimos anos, o felino doméstico vem sendo reconhecido como de grande
Importancia na transmisséo desta micose, por carrear o fungo nas unhas e cavidade
oral (SCHUBACH et al., 2001, SOUZA et al., 2006), por apresentarem grande
namero de organismos fangicos nas lesbes, podendo transmitir a doenca mesmo
guando aparentemente estao sadios (MADRID, 2007)

A micose, em felinos, ja foi documentada no Brasil, nos estados de Séo Paulo,
Mato Grosso, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Parana (MADRID,
2007). No Rio Grande do Sul, mais especificamente no litoral sul, casos zoonéticos
envolvendo felinos domésticos tém sido frequentemente relatados (MADRID, 2007),
sendo os primeiros casos descritos na cidade de Rio Grande e posteriormente, na
cidade de Pelotas, sendo no periodo de 2004 a 2006 diagnosticados 13 casos de
esporotricose em felinos no RS, cujas cidades eram Pelotas (69,2%), Pedro Osorio
(23%) e Rio Grande (7,8%) (MADRID, 2007).

A regido litoranea do sul do estado do Rio Grande do Sul apresenta
significativa casuistica (MADRID et al., 2010), e em menor escala ocorrem casos na
regido central e oeste deste estado (ALVES et al., 2010).

A esporotricose € considerada rara em cées, sendo o primeiro caso de
esporotricose canina descrito no Brasil, em 1964, por LONDERO et al,.
Posteriormente poucos casos de esporotricose em cées foram descritos, entretanto,
recentemente, SCHUBACH et. al. (2006) descreveram um surto com 44 casos de
esporotricose cutanea canina, no Rio de Janeiro, nos quais a transmissao por gatos
com esporotricose ocorreu em 84,1% dos animais, 0 que enfatiza o potencial do
felino como transmissor desta doenca.

No Brasil, em estudo realizado no Rio de Janeiro, no periodo de 1998 a 2004,
envolvendo 1.567 animais acometidos pela esporotricose, apenas 64 animais eram
caninos, sendo 1.503 felinos (SCHUBACH et al., 2008; LARSSON, 2011). A
proporcao de casos caninos em relacdo a de felinos, tanto em Sao Paulo como no
Rio de Janeiro, é da ordem de 1:25 casos (SCHUBACH et al., 2008; LARSSON,
2011).

A esporotricose pode se apresentar nas formas cutanea, linfocutanea e
disseminada, sendo a forma cutanea caracterizada pela formacdo de eritema,
nddulos de consisténcia firme ou flutuante que posteriormente evoluem para uma
lesdo com centro necrético-ulcerado, podendo drenar exsudato de aspecto

serosanguinolento de coloracdo castanho avermelhado originando crostas
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(SCHUBACH, 2000; MEINERZ et al., 2007; MARTINS, 2012). Nas espécies canina e
felina, as lesdes distribuem-se principalmente pela regido cefélica, porcao distal dos
membros e base da cauda, comumente observando-se linfadenopatia regional ou
generalizada (MARQUES et al, 1993; MARIMON et al., 2007; LARSSON et al., 2011,
MARTINS, 2012; BORGES et al., 2013).

Durante muito tempo, considerou-se apenas uma espécie patogénica
causadora da esporotricose, dentro do género Sporothrix, identificada como
Sporothrix schenckii (MARIMON et al., 2007). Porém, recentemente, com base em
estudos gendmicos, sequenciamento de DNA, morfologia, nutricdo e fisiologia, S.
schenckii passou a ser considerado como um complexo, que inclui as espécies S.
schenckii, S. globosa, S. mexicana, S. luriae, S. albicans e S. brasiliensis, sendo
esta ultima uma das novas espécies encontradas no Brasil e considerada altamente
patogénica (MARIMON et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2011; VERGARA et al., 2012).

Segundo a chave taxon6mica proposta por MARIMON (2007), S. brasiliensis
apresenta conidios sésseis pigmentados, nédo cresce mais de 50mm em 21 dias em
agar batata, é capaz de crescer a 37°C, nao assimila rafinose e é a Unica espécie
gue ndo assimila sacarose. Além disto, esta espécie é a que apresenta o menor
crescimento em agar batata, a 20° e 30°C, enquanto a 37°C é a espécie que
apresenta maior crescimento.

Em um estudo realizado por RODRIGUES (2010), comparou-se 161 isolados
de esporotricose de diversas regifes do pais, observando que todos os isolados
zoofilicos foram genotipados como S. brasiliensis, sendo que nos ultimos tempos,
segundo RODRIGUES e colaboradores (2013), o Sporothrix brasiliensis vem sendo
diagnosticado no Brasil em 96% dos casos de esporotricose felina e
consequentemente humana devido a transmisséo zoonatica existente.

No Rio de Janeiro, OLIVEIRA et al. (2011) desenvolveram um trabalho
semelhante ao analisarem 246 culturas isoladas no Rio de Janeiro, no periodo de
1998 e 2008 e, como resultado, reclassificaram 230 delas como Sporothrix
brasiliensis, 15 como S. schenckii e 1 como S. globosa.

Estudos realizados recentemente indicaram que a espécie filogenética S.
brasiliensis ocorre com maior frequéncia nas regides Sul e Sudeste e que a maioria
das culturas isoladas (90%) foi obtida de casos clinicos de esporotricose felina
(RODRIGUES, 2010).
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3.1.4 Antifungicos na dermatologia Veterinaria

O tratamento de infec¢cdes micoticas em animais representa um desafio aos
veterinérios, uma vez que a maioria dos agentes antifingicos sistémicos apresenta
efeitos adversos (WELSH, 2003), além do namero limitado de agentes antifingicos
orais disponiveis, quando comparado ao numero de farmacos antibacterianos
(NOBRE et al., 2002).

Os principais farmacos antifingicos utilizados para o tratamento da
esporotricose compreendem o iodeto de potassio, anfotericina B, itraconazol,
terbinafina, cetoconazol e fluconazol, sendo a escolha terapéutica dependente da
forma clinica, extensdo das lesGes, efeitos colaterais e envolvimento sistémico
(NOBRE et al., 2002; GREMIAQO, 2010; MARTINS, 2012).

O iodeto de potassio vem sendo utilizado no tratamento dessa micose desde
o inicio do século XX, entretanto, os felinos sdo bastante sensiveis as preparacoes
de iodetos, podendo ser observados sinais de iodismo, 0s quais incluem anorexia,
vomitos, depressdo, hipotermia e colapso cardiovascular, entre outros (GREMIAO,
2010; MARTINS, 2012). Em alguns casos, 0s gatos ndo respondem adequadamente
ao tratamento com iodetos, apresentando piora do quadro clinico que pode culminar
em oObito (NOBRE et al., 2001).

Devido aos efeitos adversos relacionados aos iodetos, foi recomendada a sua
substituicdo por antifungicos mais efetivos e seguros como 0s azolicos cetoconazol e
itraconazol (WELSH, 2003).

Na década de noventa, o itraconazol, antifungico do grupo dos triazéis,
emergiu como alternativa terapéutica eficaz e com reduzidos efeitos adversos
guando comparado aos antifingicos normalmente utilizados no tratamento de
micoses superficiais e sisttmicas em humanos e animais, sendo considerado
atualmente o tratamento de elei¢do para felinos com esporotricose (SCHUBACH et
al., 2004; SOUZA et al., 2009; GREMIAO, 2010; MATOS, 2014).

O mecanismo de acdo do itraconazol baseia-se na capacidade do farmaco de
bloquear a sintese do ergosterol, um componente vital da membrana da célula
fangica celular (GREMIAO, 2010; MARTINS, 2012). Os az6is inibem a incorporacio
do acetato de ergosterol, inibindo a enzima lanosterol-14-a-demetilase, por
interferéncia no citocromo P-450 da levedura, ocasionando alteracfes na fluidez e

permeabilidade da membrana citoplasmética do fungo, o que se traduz por inibicdo
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do crescimento fungico, originando alteracdes morfolégicas que resultam em
necrose celular (NOBRE et al., 2002; GREMIAO, 2010; MARTINS, 2012). A
atividade antifangica desses farmacos é primariamente fungistatica, podendo ser
fungicida em doses elevadas (NOBRE et al., 2002; GREMIAO, 2010; MARTINS,
2012).

O antifungico tem ampla distribuicdo tecidual, explicando a sua acdo em
diferentes sitios anatémicos de infeccdo, contudo apresenta pouca concentracdo no
fluido cérebro-espinhal, saliva e fluidos oculares (BUSTAMANTE & CAMPOS, 2004;
MARTINS, 2012). A sua metabolizacdo é hepatica, sendo eliminado principalmente
através das fezes e em menor quantidade na urina (BUSTAMANTE & CAMPOS,
2004; SOUZA et al., 2009; MARTINS, 2012).

Mesmo sendo considerado um farmaco com reduzida toxicidade, séo
descritos como o0s principais efeitos adversos anorexia, hipocalemia, nauseas,
vomitos, hipertensdo e cefaléia, podendo haver ainda aumento de enzimas
hepaticas como a fosfatase alcalina (BUSTAMANTE & CAMPOS, 2004; SOUZA,
2009; MARTINS, 2012).

Em felinos e caninos com esporotricose a dose recomendada pode variar de
10 a 40mg/kg, sendo o tempo de tratamento prolongado e a administracdo do
farmaco mantida por no minimo um més apods a cura clinica em gatos (GREMIAO,
2010; MATOS, 2014).

Apesar do tratamento com itraconazol ser efetivo em muitos pacientes, em
alguns casos ndo se observa a resposta clinica esperada representada pelos baixos
indices de cura (SCHUBACH et al., 2004; GREMIAO, 2010). Segundo alguns
autores, este fato vem ocorrendo devido ao uso indiscriminado dos azois, fato que
tem ocasionado resisténcia e com isso falha terapéutica e recidiva da enfermidade
(SCHUBACH et al., 2004; SOUZA et al., 2009; GREMIAO, 2010; MARTINS, 2012;
MATOS, 2014). Além disto, com a descoberta de novas espécies do género
Sporothrix, estas vem apresentando respostas diferentes frente aos tratamentos,
onde inclui-se o itraconazol.

CROTHERS et al. (2009) descreveram o caso de um felino com esporotricose
tratado com itraconazol via oral na dose de 10mg/kg/dia por um periodo de 4 anos
sem cura clinica, jA CAVALCANTI (2010) descreveu as alteracdes
anatomopatolégicas de 23 gatos com esporotricose refrataria ao itraconazol (33-100

mg/dia). Estudos recentes vem demonstrando a existéncia de isolados resistentes a
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esse antifungico (SCHUBACH et al., 2004; MATOS, 2014), fazendo com que
aumentem os estudos a cerca de novas alternativas de tratamento para essa
micose.

Em vérios estudos in vitro de susceptibilidade antifangica de isolados clinicos
de S. schenckii, uma vasta gama de susceptibilidade a drogas diferentes foi
demonstrada, sendo que S. brasiliensis é a espécie que melhor responde aos
farmacos, enquanto a espécie S. mexicana apresenta comportamento oposto
(MARIMON et al., 2007; TEIXEIRA, 2011).

Em teste realizado por OLIVEIRA e colaboradores (2011), a espécie S.
brasiliensis apresentou os menores resultados de Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) quando utilizados os antifungicos itraconazol, terbinafina, miconazol,
fluconazol, cetoconazol, anfotericina e caspofungina, em relacdo a outras espécies
como S. schenckii, S. albicans e S. luriae. S. brasiliensis somente ndo apresentou
menor CIM quando utilizado o antifungico voriconazol, apresentando CIM de
8ug/mL. OLIVEIRA e colaboradores (2011), ainda citam uma maior resisténcia dos
isolados provenientes de animais aos antifungicos utilizados nos testes em relacéo

com os isolados provenientes de humanos.

3.2 Plantas medicinais

A pesquisa de substancias ativas oriundas das plantas tem despertado
interesse, em funcdo da grande diversidade de compostos com possivel acéo
antimicrobiana (CLEFF et al., 2008). Além disto, com base na atual problematica
relacionada a terapia antimicrobiana na medicina veterinaria, muitos trabalhos vem
sendo realizados em busca de novas moléculas ou novas opcoes terapéuticas, que
possam substituir ou somar-se aos tratamentos ja pré-estabelecidos (GIORDANI,
2013).

Dentre as pesquisas existentes, destacam-se aquelas visando a
bioprospeccao com extratos de plantas medicinais com fins profilaticos e curativos,
em infeccBes bacterianas e fungicas (CLEFF, 2008), virais (KAZIYAMA et al., 2012)
parasitarias (MORAIS-BRAGA et al., 2013) e em doencas neoplésicas (OLIVEIRA et
al. 2014), estando o uso popular tradicionalmente consolidado e servindo como guia

para pesquisas farmacolégicas nesta area (MICHELIN et al., 2005).
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O aumento de infec¢gbes oportunistas em pacientes imunocomprometidos, e o
aparecimento de algumas cepas de microrganismos resistentes aos antimicrobianos
usualmente administrados, gerou interesse em pesquisas voltadas para agentes
fitoterdpicos (GIORDANI, 2004), sendo que no inicio da década de 90, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que 65-80% da populacdo dos
paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como Unica forma de
acesso aos cuidados basicos de saude (MATOS, 2014). No Brasil, somente 20% da
populacdo consome 63% dos medicamentos disponiveis, enquanto que o restante
encontra nos medicamentos de origem natural, especialmente nas plantas
medicinais, a Unica fonte de recurso terapéutico (DI STASI, 1996).

Dentre as muitas familias botanicas estudadas, destacam-se as familia
Fabaceae e Lamiaceae, por serem citadas pelo uso popular, como grandes
potencialidades para pesquisas cientificas (AVILA, 2000; SOUZA et al., 2000;
PORTE & GODOQY, 2001; SILVA & FILHO, 2002; INDIANARA et al., 2008; CLEFF,
2008;SILVA, 2011; ROMERO et al., 2012; SANTIN, 2013; MATOS, 2014).

A familia Lamiaceae é composta por cerca de 250 géneros e 6.970 espécies,
sendo o maior centro de dispersdo a regidao do Mediterraneo (PORTE & GODOY,
2001; PEREIRA et al., 2012). Muitas das espécies introduzidas no Brasil sdo plantas
medicinais e produtoras de Oleos essenciais, sendo utilizadas também como
condimentos ou como flores ornamentais (BARROSO, 1986; PORTE & GODOY,
2001; JAKIEMIU et al.,, 2010). A familia Lamiaceae engloba diversas plantas
aromaticas, das quais € possivel extrair 6leo essencial, que apresenta em sua
composi¢cdo quimica, complexa mistura de hidrocarbonetos, alcoois e compostos
carbonilicos (PORTE & GODOQY, 2001; JAKIEMIU et al., 2010). Dentro desta familia
destacam-se as plantas Origanum vulgare, Origanum majorana e Rosmarinus
officinalis, que vém apresentando atividade bactericida, antioxidante, fungicida,
antitumoral, dentre outras na forma de 6leos esséncias e outros extratos (HAIDA et
al., 2007; JAKIEMIU et al., 2010; SILVA et al, 2011; SANTIN, 2013; MATOS, 2014;
RODRIGUES et al., 2014).

Os compostos quimicos encontrados na familia Lamiaceae sdo capazes de
aumentar a permeabilidade da membrana citoplasmatica do microrganismo,
provavelmente causando uma destruicdo na estrutura fisica da membrana do
mesmo (ULTEE & SMID, 2001).



33

A familia Fabaceae € uma das maiores familias de angiospermas, com 727
géneros e cerca de 19.325 espécies, distribuidas em trés subfamilias: Faboideae,
Mimosoideae e Caesalpinioideae. A familia apresenta uma distribuicdo mundial
ampla, estando presente tanto nas florestas tropicais quanto desertos, planicies e
regides alpinas (SILVEIRA & MIOTTO, 2013).

Entre as inUmeras espécies vegetais de interesse medicinal desta familia,
encontram-se as plantas do género Bauhinia, o qual compreende aproximadamente
300 espécies (INDIANARA et al., 2008). A planta B. forficata, conhecida
popularmente como “pata-de-vaca” utilizada na medicina popular como
hipoglicemiante, vem apresentando grande interesse na area microbiolégica, devido
aos estudos demonstrado acdo antibacteriana e antifiingica (SOUZA et al., 2000;
SILVA & FILHO, 2002; INDIANARA et al., 2008).

3.2.1 Bauhinia forficata

Bauhinia forficata pertence a familia Fabaceae, sendo uma espécie nativa da
América do Sul, a qual possui distribuicdo na Argentina, Paraguai, Uruguai, Bolivia e
Brasil, estando neste ultimo presente no estado do Rio Grande do Sul (SILVA &
FILHO, 2002; CAMACHO, 2007).

Algumas espécies do género Bauhinia sdo utilizadas para fins medicinais,
sendo popularmente conhecidas como pata-de-vaca, unha-de-vaca, entre outros
nomes (LUSA & BONA, 2009). Tais espécies podem apresentar porte arbéreo ou
arbustivo e, conforme os nomes populares sugerem, apresentam uma folha fendida
no meio, formando dois lobos, que a assemelham a uma pata de bovino, possuindo
flores zigomorfas que variam de cor, de acordo com a espécie e subespécie, 0s
frutos sdo achatados e deiscentes, em forma de vagens (LORENZI & MATOS,2002).

De acordo com VAZ &TOZZl (2005), o género Bauhinia é bastante amplo,
com cerca de 300 espécies, das quais 200 sdo brasileiras. Muitas delas séo
utilizadas como hipoglicemiantes e destacando-se B. forficata que € bastante
empregada com esse fim (LORENZI& MATOS, 2002).

Estudos de natureza fitoquimica indicam a presenca de glicosidios, acidos
organicos, sais minerais, taninos, pigmentos e mucilagens nas espécies
de Bauhinia (LORENZI & MATOS, 2002). SOUZA et al. (2004) demonstram o efeito

hipoglicémico e potencial antioxidante do flavondide Kaempferitrina em B. forficata,
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sendo confirmado o potencial contra diabetes por PEPATO et al. (2004) e por
MENEZES et al. (2007), através de estudos com o decocto aquoso e com extrato
aquoso, respectivamente. As folhas dessa espécie sdo consideradas, além de
antidiabéticas,  diuréticas (SILVA & CECHINEL FILHO, 2002) e
hipocolesterolemiantes (LORENZI & MATOS, 2002). Em adig&o, estudos recentes
com B. forficata atribuem propriedades anticoagulantes e antifibrinogenoliticas a
mesma, enquanto que extratos de caules e cascas mostraram efetiva acgéo
antimicrobiana, contra dermatofitos (SILVA & CECHINEL FILHO, 2002).

Segundo indicacdo popular e a literatura, os extratos da planta apresentam
acdo hipoglicemiante, antibacteriana, fungicida, antidiarreica, antiviral, analgésica e
até anti-tumoral (MENEZES et al, 2007), além de acé&o no tecido cutaneo, levando a
reducdo do prurido, de eritemas, edemas, formacdo de comeddes, pustulas e até
micro-cistos (MENEZES et al, 2007).

Acredita-se que a mesma apresente como principais mecanismos de acao o
estimulo as células de Langerhans, modulando o comportamento
imunologico/defensivo do sistema tegumentar; equilibrio da microbiota bacteriana,
bloqueio da liberacdo de AGL (acidos graxos livres); redugcdo da enzima “5-
lipoxigenase”, que produz leucotrienas inflamatérias; aumento da producédo de
catelicidina, elemento envolvido na pro-inflamacédo pela sintese de citoquinas e
inducdo da formacéo do tecido de granulacado, responsavel pelo processo cicatricial
(MENEZES et al, 2007).

Em relacdo ao seu potencial antifungico, estudos vém demonstrando
atividade satisfatéria de Bauhinia forficata frente a Epidermophyton floccosum,
Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum (SILVA &
FILHO, 2002). A atividade antibacteriana de Bauhinia forficata foi também avaliada,
por Souza e colaboradores (2000), que utilizaram o método de difusdo radial em
agar, observando inibicdo do crescimento de Escherichia coli e Staphylococcus

aureus.
3.2.2 Origanum vulgare L.
O orégano (Origanum vulgare) é uma planta aromatica amplamente utilizada

como condimento na culinaria, pertencente a familia Lamiaceae (CLEFF, 2008;
ROMERO et al., 2012; MATOS, 2014). E originaria da regi&o mediterranea e tem



35

apresentado resultados de destaque como agente hébil de inibicdo de bactérias e
fungos (CLEFF, 2008; MATOS, 2014). Além das folhas usadas no tratamento
popular, o 6leo essencial tem demonstrando eficacia em pesquisas, principalmente
como antimicrobiano (SANTIN et al., 2014).

SAEED &TARIQ (2009), cita a acao bacteriostatica e bactericida de Origanum
vulgare frente a inUmeras bactérias Gram positivas e Gram negativas, assim como a
acdo frente a inumeros fungos filamentosos, como Aspergillus, Fusarium,
Penicillium, Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes. Em outro estudo
in vitro, realizado por CLEFF et al. (2008), foi comprovada a atividade antifangica do
Oleo essencial de orégano frente ao Sporothrix schenckii através da técnica de
microdiluicdo em caldo adaptada para fitofarmacos. Também foi demonstrada a
atividade in vitro do Oleo essencial de O. vulgare e seus componentes quimicos
frente a espécies de leveduras como Candida spp. cuja concentracdo com melhor
atividade foi a de 3% e frente a Cryptococcus neoformans (MANOHAR et al., 2001;
CHAMI et al.,2004; CLEFF et al., 2010).

MATOS (2014) cita atividade da infusdo e do 6leo essencial frente a 111
bactérias Gram positivas, assim como acdo do Oleo essencial e do extrato
metanodlico sobre uma série de espécies de bactérias deteriorantes de alimentos,
observando que o Oleo teve acdo sobre a maioria delas, ao contrario do extrato
metanolico. Na forma de extrato aquoso e de extrato alcodlico, O. vulgare foi testado
frente a isolados bacterianos de Staphylococcus, Streptococcus, Listeria, Salmonella
e Shigella através da técnica de difusdo em disco, demonstrando a acdo por parte
do extrato alcodlico a 20% frente a Shigella (ALVARENGA et al., 2007).

Em relacdo ao Oleo essencial de Origanum vulgare, tem sido descrito que
este apresenta em torno de 34 compostos ativos, sendo que os fendis como
carvacrol, timol, gaba terpeno, e p-cimeno podem alcancar entre 80,2% e 98% da
composicao total, conferindo grande eficacia a este 6leo, ja que 0s compostos como
gaba terpeno e p-cimeno conferem atividade antimicrobiana ao produto
(RODRIGUES, 2002; CLEFF, 2008).

Além de atividade antimicrobiana do 6leo essencial de O. vulgare, ainda séo
citadas atividade antimutagénica (LAM & ZHENG, 1991), antioxidante (VATTEM et
al., 2005) e conservante de alimentos (OUSSALAH et al., 2007).
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3.2.3 Origanum majorana L.

Origanum majorana L. conhecida como manjerona, € uma planta perene, cuja
porcdo subterranea é formada por um sistema de raizes fibrosas (SILVA, 2011). No
0leo essencial de manjerona sdo encontrados isdmeros terpénicos, e compostos
fendlicos e flavonoides, além de carvacrol, timol, triacontano, sitosterol, &acido
oleandlico e rosmarinico, hidroquinonas e taninos, sendo o timol e o carvacrol
conhecidos como componentes majoritarios destes 6leos essenciais (AVILA, 2000;
SILVA, 2011; SANTIN, 2013).

Origanum majorana L., também é mencionada na literatura como estimulante
do sistema nervoso, acdo analgésica, espasmolitica, sudorifica, estimulante da
digestdo e expectorante (MARTINS et al., 2000). Atualmente, o 6leo essencial de O.
majorana vem despertando interesse por possuir atividade antibacteriana,
antifingica e antioxidante, o que ocorre também devido a presenca dos compostos
fendlicos (SILVA, 2011).

Em relacdo a atividade antioxidante o Oleo essencial de O. majorana
apresentou o melhor resultado dentre 8 plantas testadas, sendo que em ensaios
com gema de ovo, a atividade antioxidante da manjerona foi muito mais alta do que
a do a-tocoferol, em todas as concentracdes testadas (SANTIN, 2013).

No trabalho realizado por Busatta et al. (2008), utilizando teste in vitro de
difusdo em disco, foi encontrada CIM para o 6leo essencial de O. majorana frente a
cepas de E. coli e Salmonella choleraesius de 0,92 mg/mL e para S. aureus de 0,78
mg/mL. Os autores também observaram que todos 0s microrganismos testados
foram suscetiveis a acéo do 6leo essencial de manjerona, com valores de CIM entre
0,069 e 2,3 ug/mL.

A atividade antifungica do Oleo essencial de manjerona também foi testada
frente ao Penicillium digitatum, demonstrando completa inibi¢cdo, inclusive em baixas
concentracfes do Oleo essencial (~250ug/mL) e, frente a diferentes espécies de
Candida, Aspergillus e dermatofitos onde a CIM de 320uL/mL foi capaz de inibir o
crescimento de 80% dos microrganismos, com halos de inibicdo variando de 12 a 40
mm de diametro (SANTIN, 2013).

Embora existam trabalhos com relacdo as propriedades antimicrobianas do

O0leo essencial de manjerona, ainda nota-se uma caréncia de estudos para
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comprovar cientificamente os efeitos deste 6leo como antibacteriano e a forma como

este age nos microrganismos.

3.2.4 Rosmarinus officinalis L.

Rosmarinus officinalis L. conhecido como alecrim € uma planta de porte
subarbustivo de até 1,5 m de altura. Nas folhas foram registradas a presenca de 6leo
essencial constituido de cineol, alfapineno e canfora, como componentes volateis, e
acido caféico, diterpenos, flavondides e triterpendides, como componentes nado
volateis (SIMOES et al., 2003; SANTIN, 2013).

S&o citadas na literatura acdo diurética, colerética, sendo empregada no
tratamento sintomatico de problemas digestivos diversos, carminativa, cicatrizante e
antiinflamatéria (MATOS, 2002; SIMOES et al., 2003). Além disto, as propriedades
terapéuticas do alecrim podem ser observadas nos casos de obstrucédo nasal, como
antisséptico bucal e estimulante do couro cabeludo (MATOS, 2002; SANTIN, 2013).
O oOleo volatil é antibacteriano e antisséptico e possui capacidade de inibir o
crescimento de varias bactérias e fungos, devido a presenca de compostos
fendlicos, aldeidos e alcoodis, sendo que os compostos citral, geraniol, linalol e timol
tém alto potencial antisséptico, superior ao do proprio fenol (SIMOES et al., 2003;
SILVA et al., 2011; SANTIN, 2013).

Em dleos essenciais de alecrim, de diferentes partes do Egito, foi encontrada
atividade inibitéria contra os fungos Candida albicans, Cryptococcus neoformans e
Mycobacterium intracellularae, assim como acdo bactericida frente ao
Staphylococcus aureus (PORTE & GODOY, 2001). Foi também observada alta
sensibilidade de bactérias Gram positivas aos 6leos essenciais de Rosmarinus
officinalis proveniente do Egito, como Sthaphylococcus aureus, Micrococcus sp. e
Sarcina sp., bem como a levedura Saccharomyces cerevisiae (PORTE & GODOY,
2001). Entretanto, nenhum ou pouco efeito foi verificado contra as bactérias Gram
negativas (PORTE & GODOQY, 2001).

O efeito antibacteriano do extrato etandlico de alecrim frente ao Clostridium
perfringens foi demonstrado através de teste in vitro de microdiluicdo em caldo por
LUCARINI et al. (2008). Pesquisa avaliando in vitro o extrato de alecrim frente a
microrganismos da cavidade oral sugerem a possibilidade de uso deste extrato como
antimicrobiano oral (SILVA et al., 2008).
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Avaliacdo in vitro de 6leos essenciais da familia Lamiaceae e extrato hidroalcodlico
de Bauhinia forficata em bactérias isoladas de lesfes cutaneas de cées

Essential oils in vitro evaluation of the Lamiaceae family and hydroalcoholic
extract of Bauhinia forficata in bacteria isolated from skin lesions of dogs

Resumo
A resisténcia bacteriana aos antibioticos é cada vez mais preocupante, desta forma este
estudo objetivou isolar, identificar, tracar o perfil de resisténcia de bactérias de lesdes
cuténeas de cdes frente a antibioticos e avaliar a atividade in vitro de extratos da familia
Lamiaceae e Fabaceae através do método de microdiluicdo em caldo. Foram isoladas
um total de 46 bactérias de 40 caninos do Hospital de Clinicas Veterinaria da UFPel.
Dentre as Gram positivas foram identificadas Staphylococcus aureus, S. intermedius, S.
hyicus, S. xylosus, S. hominis, Staphylococcus sp., Streptococcus pluranimalium, S.
dysgalactiae, Enterococcus faecium, E. faecalis e Alloiococcusotitis. Dentre as Gram
negativas, foram identificadas Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, E. cloacae complex, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, P.
putida, Proteus mirabilis e P. vulgaris. Nos testes de sensibilidade frente aos
antibioticos, as bactérias em geral apresentaram maior resisténcia frente aos
antibioticos B-lactamicos e maior sensibilidade a enrofloxacina. O extrato
hidroalcodlico de Bauhinia forficata ndo apresentou atividade frente a maioria das
bactérias estudadas. Em relacdo aos Oleos analisados, houve diferenca estatistica
(p<0,05) entre estes, quando testado o grupo de bactérias Gram positivas, tanto para
CIM como CBM. O dleo essencial de alecrim foi o que obteve menor CIM e CBM (0,4
Hg/mL), nas concentracOes testadas. Os resultados obtidos com os dleos de manjerona
(CIM e CBM de 0,4 pg/mL) e orégano (1,9 pg/mL de CIM e 3,9 pg/mL de CBM) nédo
diferiram estatisticamente. Com o grupo de bactérias Gram negativas, 0s 6leos de
manjerona e alecrim obtiveram menor CIM e CBM, ndo diferindo estatisticamente,
com média de 0.9 pg/mL de CIM e CBM para alecrim e CIM de 0,4 ug/mL e CBM de
1,9 ng/mL para manjerona. O 6leo essencial de orégano ndo diferiu estatisticamente do

6leo essencial de alecrim, apresentando menor CIM e CBM com média de 0.4 pg/mL.
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Em conclusdo, os 0leos da familia Lamiaceae, podem vir a ser uma nova alternativa
terapéutica, em casos de resisténcia bacteriana, necessitando de estudos pré-clinicos.
Palavras-chave: Bauhinia forficata, Dermatologia veterinaria, Familia Lamiaceae,
Resisténcia bacteriana

Abstract
Bacterial resistance to antibiotics is increasing concern, so this study aimed to isolate,
identify, trace the resistance profile of wounds facing dogs to antibiotics and to
evaluate the in vitro activity of Lamiaceae and Fabaceae family extracts by the method
broth microdilution. Were isolated a total of 46 bacteria of 40 canines of the Clinical
Hospital Veterinary UFPel. Among the Gram positive bacteria were identified
Staphylococcus aureus, S. intermedius, S. hyicus, S. xylosus, S. hominis,
Staphylococcus sp., Streptococcus pluranimalium, S. dysgalactiae, Enterococcus
faecium, E. faecalis and Alloiococcus otitis. Among Gram-negative, were identified
Aeromonas, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, E. cloacae complex, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, P. putida, Proteus vulgaris and P. mirabilis. In
the sensitivity test to antibiotics front, the bacteria generally showed greater resistance
against the B -lactam antibiotics and increased sensitivity to enrofloxacin. The alcoholic
extract of Bauhinia forficata did not show activity against the bacteria studied.
Regarding the analyzed oils, was no statistical difference (p < 0.05) between them,
when tested the group of Gram positive bacteria, both MIC and CBM. The essential oil
of rosemary was what had lower MIC and MBC (0.4 pug / mL), in concentrations. The
results obtained with the marjoram oils (MIC and MBC of 0.4 pug / mL) and oregano
(2.9 pg/mL of MIC and 3.9 pg/mL of CBM) did not differ significantly. With the
group of Gram negative bacteria, marjoram and rosemary oils had lower MIC and
MBC, did not differ statistically, lying on average 0.9 pg/mL of MIC and MBC for
rosemary and MIC 0.4 pg/mL and 1.9ug/mL CBM for marjoram. The essential oil of
oregano did not differ statistically from the rosemary essential oil, with lower MIC and
MBC with an average of 0.4 pg/mL. In conclusion, the Lamiaceae family of oils, may
become a new therapeutic alternative in cases of bacterial resistance, requiring pre-

clinical studies.
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Keywords: Bauhinia forficata, Veterinary Dermatology, Lamiaceae Family, Bacterial

resistance

INTRODUCAO

A dermatologia na medicina veterinaria é uma area em ascenséo, onde 20 a 75%
dos atendimentos clinicos ou hospitalar de pequenos animais estdo diretamente
relacionados a problemas de pele (Scott et al. 2001). Dentre as principais etiologias na
dermatologia veterinaria, destacam-se as feridas traumaticas em cées e gatos, sendo na
maior parte casos decorrentes de mordidas de outros animais ou atropelamentos (Arias
et al., 2008). Muitas dessas lesGes apresentam contaminacao bacteriana secundaria, ndo
respondendo ao tratamento preconizado (Arias et al., 2008).

A maioria das feridas, quando manejadas corretamente evolui bem, porém
fatores relacionados ao paciente (idade, imunossupressao, doencas concomitantes, tipo,
quantidade e viruléncia dos microrganismos) influenciam a evolucao do quadro (Arias
et al.,, 2008). Nestes casos 0 medico veterindrio deve decidir pela antibioticoterapia
mais adequada, sendo a selecdo do farmaco feita com base nos sinais clinicos, tipo de
lesdo e resultados da cultura e antibiograma (Arias et al., 2008).

Todavia, a instituicdo de uma terapia adequada, nos quadros de etiologia
bacteriana, pode ser atrasada quando o antibiotico de primeira escolha ndo ¢ eficaz, e a
sua eficacia torna-se limitada quanto mais resistente se apresentar a bactéria (Salazar,
2011). A resisténcia bacteriana aos antibioticos é cada vez mais preocupante,
constituindo um grave problema de salde publica, sendo explicada por French (2005),
como uma resposta evolutiva inevitavel ao uso de antibioticos.

Devido a essa crescente problematica, novas pesquisas vém sendo realizadas,
incluindo os estudos com extratos de plantas medicinais. A pesquisa com plantas tem
despertado interesse, em virtude da grande diversidade molecular dos produtos
naturais, que € muito superior aquela derivada dos processos de sintese, e possivel acéo
antimicrobiana (Cleff, 2008).

Dentre as plantas medicinais atualmente estudadas, destacam-se as pertencentes
as familias Lamiaceae, como Origanum vulgare, Origanum majorana e Rosmarinus

officinalis e a familia Fabaceae, como Bauhinia forficata. Estas plantas, em diversos
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tipos de extratos, apresentam agdo antimicrobiana, servindo como base para obtencéo
de novas moléculas potencialmente ativas contra 0s microrganismos resistentes (Porte
& Godoy, 2001; Cleff, 2008).

Devido a problemaética da resisténcia bacteriana, objetivou-se isolar e tracar o
perfil de resisténcia de bactérias provenientes de feridas de cées frente a antibioticos e a
extratos da familia Lamiaceae e Fabaceae, assim como analisar 0s principais compostos

quimicos encontrados nos extratos das plantas com maior atividade antimicrobiana.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado através da coleta de secrecOes de lesdes cutaneas
ulceradas de cées com swab estéril, atendidos durante o periodo de abril de 2013 a abril
de 2014 no Hospital de Clinicas Veterinaria da UFPEL. Apos, o material foi semeado
em placas de Petri com Agar Sangue e Agar MacConkey, permanecendo em estufa a
37°C, durante 24 horas, no Laboratdrio de Bacteriologia - UFPEL.

Aplés o crescimento das colbnias bacterianas, foram consideradas as
caracteristicas, como coloracdo, presenca de hemdlise e odor para caracterizacao
macromorfoldgicas. Na avaliacdo microscépica, utilizou-se a tecnica de coloracdo de
Gram, observando-se a presenca de cocos ou bastonetes, assim como a sua coloracao.

A identificacdo do género e espécie bacteriana foi realizada através de provas
bioguimicas, sendo confirmada apds pelo método automatizado Vitek® 2 GN para 0s
microrganismos Gram negativos e Vitek® 2 GP para 0s Gram positivos.

Realizada a identificacdo bacteriana, foram feitos os antibiogramas em placas
contendo Agar Mueller-Hinton, através da técnica de Kirby-Bauer (1966), utilizando-se
para isto, indculo equivalente a 0,5 na Escala de McFarland de cada bactéria a ser
analisada. A suscetibilidade antimicrobiana é avaliada atraves da medicdo dos halos de
inibicdo de crescimento com auxilio de uma régua (mm). Os antibi6ticos utilizados
para o teste de susceptibilidade in vitro foram ampicilina (10 mcg), amoxicilina (30
mcg), cefalexina (30 mcg), ceftriaxona (30 mcg), enrofloxacina (5 mcg), neomicina (30

mcg), oxacilina (1 meg) e penicilina G (10 un).
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Foram utilizados também exemplares de American Type Culture Collection
(ATCC), obtidos da Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), como forma de comparacéo
com os isolados obtidos das culturas bacterianas.

As plantas da familia Lamiaceae utilizadas no estudo foram obtidas de
distribuidores comerciais, com certificacdo de origem e qualidade. O extrato utilizado
destas plantas foi o 6leo essencial, sendo obtido através da submisséo das folhas secas a
extracdo com arraste de vapor em aparelho Clevenger, segundo a Farmacopéia
Brasileira 1V, durante 4 horas. Na sequéncia, o 6leo obtido de cada planta foi seco com
sulfato de sodio anidro p.a, armazenado em frasco ambar e mantido sob refrigeracéo
até a utilizacéo.

A identificacdo quimica dos compostos de cada 6leo essencial foi determinada
por cromatografia gasosa de alta eficiéncia (HPLC) com o equipamento GC/MS
Schimadzu QP2010.

A planta Bauhinia forficata utilizada no estudo foi coletada no distrito do Povo
Novo, Rio Grande - RS, sendo encaminhada para identificacdo no Setor de Boténica —
UFPel e apos seca em estufa com circulagdo de ar sob temperatura de 35°C. Para o
preparo do extrato vegetal de Bauhinia forficata foi utilizada a técnica descrita por
Schiedeck et al. (2008), afim de se obter o extrato hidroalcoolico.

O teste de susceptibilidade dos isolados bacterianos ¢ ATCC’s, frente aos
diferentes extratos foi realizado de acordo com o protocolo estabelecido pelo
documento CLSI M7-A8 (2009), utilizando-se para isto o teste de microdiluicdo em
caldo, com modificacdo para fitofarmacos. As concentracfes do extrato hidroalcoolico
de Bauhinia forficata testadas foram de 100 a 0,195 mg/mL e dos 0Oleos da familia
Lamiaceae de 250 a 0,4882 pg/mL.

A analise estatistica foi realizada com o programa Statistix 9.0, pela
metodologia da andlise de variancia (ANOVA), comparando as médias de bactérias
Gram positivas e Gram negativas pelo teste de Tukey em relacéo aos 6leos analisados.

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificados um total de 46 isolados bacterianos dos 40 cées com lesdes
cutaneas atendidos no Hospital de Clinicas Veterinaria da UFPel. Das bactérias, 26
foram classificadas como Gram positivas e 20 Gram negativas.

No que se refere as bactérias Gram positivas, 0 género Staphylococcus se
destacou, apresentando 73% de ocorréncia, sendo a espécie Staphylococcus
intermedius a mais prevalente dentro do género, com 47% dos isolados, seguida das
espécies Staphylococcus aureus e Staphylococcus xylosus, com 21 e 16%,
respectivamente.

Em relacdo as bactérias Gram negativas, destacou-se 0 género Pseudomonas
com 40% dos isolados bacterianos, sendo a espécie P.aeruginosa, isolada em 87,5%
dentro do género. Em seguida o género Proteus e a espécie Escherichia coli foram os
mais isolados, com 20% e 15% dos isolados Gram negativos, respectivamente. Estes
resultados concordam com Oliveira (2006) que cita como microrganismos mais
frequentemente envolvidos em feridas Staphylococcus aureus, Staphylococcus
coagulase-negativos, Pseudomonas sp., E. coli, Enterobacter sp. e Proteus sp..

Em relacdo aos oleos analisados, houve diferenca estatistica dos resultados de
CIM e CBM (p<0,05), quando testado o grupo de bactérias Gram positivas. O 6leo
essencial de alecrim foi o que obteve menor CIM e CBM (0,4 pg/mL). Ja& os 6leos de
manjerona e orégano ndo diferiram estatisticamente, com menor CIM e CBM de 0,4
Hg/mL para manjerona e CIM de 1,9 pg/mLe CBM de 3,9 pug/mL para orégano (Tab.
1).
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Tabela 1. Resultados da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) dos Oleos essenciais de alecrim, manjerona e orégano (ug/mL) frente bactérias Gram
positivas isoladas de feridas de caninos atendidos no HCV - UFPel

Isolados Alecrim(pg/mL) Manjerona(ug/mL) Orégano(ug/mL)
CIM CBM CIM CBM CIM CBM
S. intermedius(n=8) 0,4-250 0,4- >250 1,9-31,2 7,8-125 1,9-15,6 3,9-31,2
S. aureus (n=4) 7,8-250 31,2-250 0,9-15,6 3,9-62,5 7,8-31,2 7,8-62,5
S. xylosus(n=3) 7,8-250 7,8-250 3,9-31,2 31,2-62,5 3,9 3,9-7,8
Staphylococcus 15,6 15,6 7,8 62,5 3,9 3,9
hominis(n=1)
Staphylococcus 250 250 31,2 31,2 7,8 125
hyicus(n=1)
Staphylococcus 7,8 125 62,5 62,5 3,9 62,5
sp.(n=1)
Streptococcus 1,9-3,9 7,8-31,2 0,4 0,4-0,9 19 3,9-125
pluranimalium(n=2)
Streptococcus 0,9 0,9 3,9 3,9 19 7,8
dysgalactiae(n=1)
Enterococcus 31,2-125 125-250 31,2-62,5 31,2-125 3,9-31,2 7,8-31,2
faecalis(n=2)
Enterococcus 15,6 31,2 15,6 15,6 31,2 31,2
faecium(n=1)
Alloiococcus 15,6 15,6 7,8 31,2-125 1,9-3,9 3,9-7,8
otitis(n=2)
*Streptococcus 7,8 250 3,9 3,9 0,9 31,2
dysgalactiae
*Enterococcus 62,5 125 15,6 15,6 15,6 15,6
faecium
*Staphylococcus 0,9 0,9 62,5 62,5 15,6 15,6
hominis
*Staphylococcus 15,6 15,6 31,2 31,2 3,9 3,9
aureus
*Enterococcus 62,5 62,5 31,2 31,2 15,6 15,6
faecalis
*Staphylococcus 15,6 15,6 3,9 15,6 3,9 3,9
xylosus
182 * Bactérias ATCC
183
184 Com o grupo de bactérias Gram negativas, apenas a CIM apresentou diferenca

185  entre os tratamentos, sendo os éleos de manjerona e alecrim, os que obtiveram menor
186 CIM e CBM, nas concentragdes testadas, ndo diferindo estatisticamente, encontrando-
187  se 0.9 pg/mL de CIM e CBM para alecrim e CIM 0,4 pg/mL e CBM 1,9 pug/mL para
188  manjerona. O 6leo essencial de orégano ndo diferiu estatisticamente do 6leo essencial
189  de alecrim, apresentando menor CIM e CBM de 0.4 pg/mL (Tab. 2).

190 Os 6leos essenciais da familia Lamiaceae apresentaram atividade frente as cepas

191  utilizadas, variando a CIM e CBM entre 0,9 a 250 pg/mL, ndo havendo diferenca
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estatistica (p>0,05) no que se refere as cepas Gram positivas e Gram negativas para
CIM e CBM.

Lima et al. (2013) citam em seus estudos utilizando OGleo essencial de
Rosmarinus officinalis, frente a 18 isolados de Staphylococcus intermedius de cées,
CBM de 2,5 pL/mL e CIM de 2,5 pL/mL a 10 pL/mL, sendo estas concentracdes
superiores as encontradas em nosso estudo, onde CIM e CBM foram de 0,4 pg/mL
frente a0 mesmo microrganismo.

Hussain et al. (2010), avaliaram as atividades antiproliferativa, antioxidante e
antibacteriana do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis, sendo que em relacdo a
atividade antibacteriana, este apresentou CIM menor frente a Staphylococcus aureus
(0,3 ug/mL), Pseudomonas aeruginosa (1,26 pug/mL) e 2 isolados de Escherichia coli
(1,52 e 1,72 pg/ml), quando comparado a CIM do antibidtico ciprofloxacina testado no
mesmo experimento (6, 3, 4,8 € 5,5 ug/mL).

Foram testados diferentes 0leos essenciais de Rosmarinus officinalis obtidos de
diferentes lugares frente a bactérias, sendo os valores de CIM encontrados para
Escherichia coli de 1 - >900 pl/mL, para Sthaphylococcus aureus de 0,4 — 10 ul/mL e
para Pseudomonas aeruginosa de >900 ul/mL (Ribeiro, 2011).

Silva (2011) avaliou isolados de Salmonella enteritidis e Staphylococcus aureus,
utilizando 0leo essencial de Origanum majorana, com resultados de CIMde 25a5¢e5

a 10 pL/mL, respectivamente, ndo havendo atividade bactericida (CBM).
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Tabela 2. Resultados da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) dos oleos essenciais de alecrim, manjerona e orégano (ug/mL) frente bactérias Gram negativas
isoladas de feridas de caninos atendidos no HCV - UFPel

Isolados Alecrim(pg/mL) Manjerona(pg/mL) Orégano(ug/mL)
CIM CBM CIM CBM CIM CBM
P. aeruginosa 250- >250 250- >250 31,2->250 31,2-> 250 62,5- >250 62,5- >250
(n=6)
P. aeruginosa 7,8 15,6 7,8 15,6 3,9 62,5
(n=1)
Pseudomonas >250 >250 250 250 >250 >250
putida(n=1)
E. coli (n=3) 7,8 15,6- 62,5 1,9-39 19-78 04-19 1,9-15,6
Proteus 7,8-15,6 7,8-31,2 1,9-39 3,9-15,6 0,9 0,9
mirabilis(n=2)
Proteus 31,2 15,6-31,2 3,9 78 — 31,2 0,9 3,9-7,8
vulgaris(n=2)
Aeromonas 0,9 0,9 19 0,4 04 04
hydrophila (n=1)
Enterobacter 7,8-15,6 15,6-125 3,9 3,9 1,9-3,9 3,9-7,8
Cloacae
complex(n=2)
Enterobacter 7,8 125 7,8 62,5 19 19
aerogenes(n=1)
Klebsiella 7,8 15,6 3,9 3,9 1,9 15,6
pneumoniae
(n=1)
*Klebsiella 125 125 3,9 3,9 1,9 7,8
pneumoniae
*Enterobacter 15,6 15,6 3,9 31,2 0,9 3,9
cloacae complex
*Pseudomonas >250 >250 250 250 >250 >250
aeruginosa
*Aeromonas 7,8 7,8 7,8 7,8 3,9 3,9
hydrophila
*Escherichia coli 15,6 62,5 1,9 15,6 0,9 1,9
*Enterobacter 15,6 31,2 7,8 7,8 1,9 1,9
aerogenes
*Proteus 7,8 15,6 3,9 15,6 0,9 3,9
mirabilis
*Proteus vulgaris 7,8 7,8 3,9 3,9 15,6 15,6

213 * Bactérias ATCC

214

215 Em relacdo ao 6leo essencial de orégano, Pozzo (2011) cita a atividade do
216  mesmo frente a 65 isolados de Staphylococcus spp., provenientes de animais, em que a
217 CIM variou entre 800-3200 pg/mL e a CBM de 1600-6400 pg/mL, ja Santurio et al.
218  (2011), testou Origanum vulgare frente a 79 amostras de Escherichia coli, isoladas de
219  fezes de bovinos e aves, encontrando valores de CIM de 400 a 1600 pg/mL ¢ CBM de
220 800 a 1600 pg/mL para ambas espécies, sendo estes Vvalores muito superiores aos
221 encontrados em nosso estudo, em que CIM e CBM para Staphylococcus sp. foram de
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0,9 ug/mL e 3,9 pg/mL, respectivamente e CIM e CBM para Escherichia coli foi de 0,4
pg/mL.

Embora haja excecOes, em geral as bactérias Gram positivas sdo mais
susceptiveis do que as Gram negativas aos compostos lipofilicos dos 6leos essenciais
(Busatta, 2006), o que foi observado em nosso estudo, com médias de CIM e CBM de
30 e 45 pg/mL para os microrganismos Gram positivos e CIM e CBM de 89 e 92
Hg/mL para os Gram negativos (Tab. 1 e 2). Uma possivel explicacdo para esta
atividade pode estar relacionada a dificuldade dos O6leos essenciais em difundir a
membrana externa, devido a barreira hidrofilica impedir a passagem de
macromoléculas, embora esta ndo seja totalmente impermeavel, determinando que as
bactérias gram-negativas sdo relativamente mais resistentes (Busatta, 2006).

Na analise cromatografica, foram identificados 39 compostos quimicos, sendo 9
compostos referentes ao 6leo essencial de alecrim, onde 0s compostos majoritarios
foram Eucalyptol (1-8 cineol), Camphor e Alpha-pinene (Fig. 1); 15 compostos
referentes ao 0leo essencial de manjerona, com 4-terpineol, 4-carene e 5-isopropyl-2-
methylbicyclo como majoritéarios (Fig. 2) e 15 compostos referentes ao 0leo essencial

de orégano, onde descaram-se 0 y-terpinene, 4-terpineol e Hidroxy-p-cymene (Fig. 3).

9

14

16
(78 1 |][e

Figura 1. Cromatograma do 6leo essencial de alecrim, evidenciando os picos
referentes aos compostos alpha-pinene (pico 1; camphene (pico 2), o-
cymene(pico 7), D-limonene (pico 8); 1-8 cineol (pico 9), 2p-myrcene (pico

11), camphor (pico 14), Isoborneol (pico 16) e a-terpieol (pico 18).
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Figura 2. Cromatograma do Oleo essencial de manjerona demonstrando o0s
compostos 3-thujene (pico 1), B-phellandrene (pico 3), B-myrcene (pico 5), 4-
carene (pico 7), o-cymene (pico 8), 5-isopropyl-2-methylbicycl 2- hexanol (pico
13), v-terpinene (pico 15), 4-terpineol (pico 16),a-terpineol (pico 17), 4-
acetateterpinene (pico 21), B-caryophyllene (pico 22), Elixene (pico 23),
Methyltetradecanoate (pico 25), PalmiticacidmethylEster (pico 26) e
NonadecanoicacidmethylEster (pico 28).

17|

24

Figura 3.Cromatograma do 6leo essencial de orégano, evidenciando o0s
compostos B-terpinene (pico 3), B-pinene (pico 4), (+)-4-carene (pico 6),
o-cymol (pico 7), (+)-sylvestrene (pico 8), y-terpinene (pico 11), 2-carene
(pico 13), 5-isopropyl-2-methylbicyclo [3.1.0] hexan-2-ol (pico 14), 4-
terpineol (pico 17), a-terpineol (pico 18), Thymolmethylester (pico 21),
Hidroxy-p-cymene (pico 24), B-caryophyllene (pico 29), y-elemene (pico
31), Methylpalmitate (pico 35).

Os constituintes 1-8 cineol, 4-terpineol e a-terpineno tém sido descritos como

responsaveis pela acdo antimicrobiana da familia Lamiaceae (Lambert et al., 2001).
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Desta forma, provavelmente estas altas concentracfes contribuiram para os resultados
de CIM e CBM frente as bactérias estudadas. Além disso, é possivel que nucleos
aromaticos, contendo um grupo polar, possam fazer ligacdes de hidrogénio com 0s
sitios ativos de enzimas microbianas, favorecendo esta atividade (Lambert et al., 2001).
Apesar de na analise dos 6leos, os compostos fendis monoterpénicos timol e carvacrol
ndo terem sido majoritéarios, é citado na literatura que estes apresentam excelente
atividade antimicrobiana, podendo desorganizar as proteinas constituintes de
membranas celulares e inibir a respiracdo celular (Romero et al., 2012). Souza (2010)
sugere que os 6leos essenciais de O. vulgare e O. majorana atuem como inibidores da
parede celular.

Diferentes mecanismos estdo envolvidos na acdo dos 6leos essenciais sobre 0s
microrganismos. As inibicdes mais frequentes envolvem componentes fendlicos, que
sensibilizam a bicamada lipidica da membrana celular e alteram a atividade dos canais
de célcio, causando aumento da permeabilidade e liberagdo dos constituintes
intracelulares vitais (Ribeiro, 2011). Grupos hidroxilas fenolicos também podem causar
danos ao sistema enzimaticodo microrganismo envolvido na producdo de energia e na
sintese de componentes estruturais, bem como a destruicdo ou inativacdo de material
genético (Porto & Godoy, 2001; Ribeiro, 2011).

No teste de microdiluicdo em caldo frente aos isolados bacterianos, utilizando o
extrato hidroalcoolico de Bauhinia forficata, nas concentracfes de 100 a 0,195 mg/mL,
ndo observou-se atividade inibitoria. Sendo que apenas as cepas de Staphylococcus
aureus e Streptococcus agalactiae e dois isolados, Enterococcus faecalis e
Staphylococcus intermedius, apresentaram CIM de 100 mg/mL e um isolado de
Staphylococcus aureus apresentou CIM de 50 mg/mL. Estes resultados podem ter
relacdo com a concentracdo de principios ativos encontrados nas folhas de Bauhinia
forficata, que pode variar de acordo com a estacdo do ano, temperatura, luz solar, solo,
parte vegetal, desenvolvimento da planta, método de extracdo e concentracdo estudada
(Seixas, 2012; Giordani, 2013).

As particularidades dos extratos vegetais em geral podem ser alteradas por
variacOes genéticas intraespecificas, bem como por fatores climaticos, solo, época e

forma de plantio, adubacdo, material da planta (fresco ou seco), técnica de extracdo,
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fonte boténica, colheita dentre outros podendo influenciar na atividade antimicrobiana
(Lambert et al., 2001).

Nos testes de sensibilidade frente aos antibioticos, em geral houve maior
resisténcia frente aos antibioticos B-lactamicos, sendo aproximadamente 100% das
bactérias Gram negativas resistentes a Ampicilina, Amoxicilina, Oxacilina e Penicilina
G, com apenas um isolado de E. coli sensivel a ampicilina. Em relacdo aos outros
antibiéticos, os microrganismos Gram negativos em geral, apresentaram 95%, 80%,
30%, 25%, e 20% de resisténcia para ampicilina, cefalexina, neomicina, ceftriaxonae
enrofoxacina, respectivamente.

Quanto a resisténcia dos géneros e espécies frente aos antibidticos, o género
Pseudomonas apresentou 100% de resisténcia a Ampicilina, Amoxicilina, Cefalexina,
Oxacilina e Penicilina, e frente a Ceftriaxona e Neomicina apresentou 50% e 37%
respectivamente, sendo 100% sensivel a enrofloxacina. O género Proteus apresentou
100% de resisténcia a Ampicilina, Amoxicilina, Cefalexina, Oxacilina e Penicilina,
sendo 50% dos isolados deste género sensivel a Enrofloxacina e Neomicina e
100%sensivel a Ceftriaxona.

Os géneros Klebsiella, Aeromonas e Enterobacter foram 100% resistentes a
Ampicilina, Amoxicilina, Oxacilina e Penicilina, apresentando 100% de sensibilidade
frente Cefalexina, Ceftriaxona, Enrofloxacina e Neomicina, exceto o0 género
Enterobacter que apresentou 33% de resisténcia frente a enrofloxacina. A espécie E.
coli foi 100% resistente a Amoxicilina, Oxacilina e Penicilina, apresentando 66% de
resisténcia frente Ampicilina e 33% frente a Cefalexina, Ceftriaxona, Enrofloxacina e
Neomicina (Fig. 4).

Em relacdo as cepas utilizadas (ATCC), o exemplar de Klebsiella pneumoniae
apresentou 100% de resisténcia frente a todos antibidticos, ja o género Enterobacter
apresentou 100% de resisténcia frente a Oxacilina e Penicilina G, 50% frente a
Ampicilina e Cefalexina, sendo sensivel aos outros antibioticos. O género Proteus
apresentou resisténcia somente frente a Oxacilina (100%) e frente a Ampicilina (50%).
O exemplar de Aeromonas hydrophila foi sensivel somente a Enrofloxacina e
Neomicina, jA o exemplar de Escherichia coli foi sensivel a Ampicilina, Cefalexina,

Ceftriaxona, Enrofloxacina e Neomicina.
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Figura 4. Percentual de resisténcia de bactérias Gram negativas isoladas
de lesdes cutdneas de cdes frente aos antibioticos Ampicilina (AMP),
Amoxicilina  (AMO), Cefalexina (CEFA), Ceftriaxona (CEFT),
Enrofloxacina (ENRO), Neomicina (NEO), Oxacilina (OXA), Penicilina
G (PEN).

Ampicilina, amoxicilina e penicilina G sdo farmacos muito utilizados na
medicina veterinaria, em especial para infeccdes causadas por bactérias Gram
negativas, porém neste estudo esses antibioticos apresentaram baixo desempenho.
Concordando com estudo de Cruz e colaboradores (2012), que citam um aumento
drastico da resisténcia a estes antimicrobianos nos ultimos anos em decorréncia da
ampla utilizacdo na terapéutica, muitas vezes de forma inadequada.

As bactérias Gram negativas apresentaram alta porcentagem de resisténcia
frente as cefalosporinas de primeira geracdo, que agiram em somente 20% dos isolados,
porém a ceftriaxona, cefalosporina de terceira geracao, apresentou grande desempenho
frente aos Gram negativos, agindo sobre 75% dos isolados corroborando com dados
obtidos por Cruz et al. (2012).

Todos os isolados do género Pseudomonas foram resistentes a 60 ou 80% dos
antibioticos testados, fato que Mello (2014) explica ser decorrente da propriedade de
transferéncia de genes de resisténcia que estas bactérias possuem.

Segundo Pessoa (2013), Pseudomonas aeruginosa possui mecanismos naturais e

adquiridos de resisténcia que tornam dificil o manejo clinico do paciente infectado e
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iSso ocorre gragas a baixa permeabilidade de sua membrana, a capacidade de formar
biofilme, de carrear plasmideos e genes de resisténcia e aos mecanismos de resisténcia
adquirida, como a hiperexpressdo de bombas de efluxo, a produgdo de B-lactamases e a
perda ou expressdo reduzida de proteinas de membrana externa (Pessoa, 2013; Matos et
al., 2014).

Neste estudo, as bactérias Gram positivas apresentaram maior resisténcia frente
a penicilina G em 57% dos isolados. O antibidtico enrofloxacina foi o que mais
apresentou atividade in vitrofrente a todas bactérias, com 26% de resisténcia dos
isolados Gram positivos. Os antibidticos que apresentaram menores indices de
resisténcia foram neomicina (46%), amoxicilina (42%), oxacilina (38%), ampicilina
(38%), cefalexina (30%) e ceftriaxona (30%).

Quanto a resisténcia dos géneros frente aos antibidticos, o género
Staphylococcus apresentou 36%, 45%, 13%, 22%, 27%, 59% de resisténcia frente a
Ampicilina, Amoxicilina, Enrofloxacina, Neomicina, Oxacilina e Penicilina G,
respectivamente, apresentando 18% de resisténcia frente a Cefalexina e Ceftriaxona. O
género Alloiococcus apresentou 100% de resisténcia a Cefalexina, Oxacilina e
Penicilina, sendo 50% dos isolados sensivel a Ceftriaxona e 100% sensivel a
Amoxicilina, Ampicilina, Enrofloxacina e Neomicina. O género Streptococcus
apresentou 20% de resisténcia a Ampicilina e Ceftriaxona, 40% e 80% de resisténcia a
Enrofloxacina e Neomicina, respectivamente e 100% de sensibilidade frente a
Amoxicilina, Cefalexina, Oxacilina e Penicilina G. O género Enterococcus apresentou
25% de resisténcia frente a Ampicilina e Amoxicilina, 75% frente a Ceftriaxona e
Enrofloxacina e 100% de resisténcia frente a Cefalexina, Neomicina, Oxacilina e
PenicilinaG (Fig. 5).
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375 Figura 5. Percentual de resisténcia de bactérias Gram positivas isoladas de
376 lesbes cutdneas de cdes frente aos antibidticos Ampicilina (AMP),
377 Amoxicilina (AMO), Cefalexina (CEFA), Ceftriaxona (CEFT), Enrofloxacina
378 (ENRO), Neomicina (NEO), Oxacilina (OXA), Penicilina G (PEN).
379
380 Como resultado das ATCC’s, o género Staphylococcus apresentou 100% de

381 sensibilidade a todos os antibioticos, exceto a enrofloxacina, apresentando 33% de
382  resisténcia. A espécie Streptococcus agalactiae apresentou resisténcia somente a
383  Neomicina. Ja o género Enterococcus apresentou-se com alta resisténcia, sendo 100%
384  resistente frente a Cefalexina, Ceftriaxona, Neomicina e Oxacilina e com resisténcia de
385 50% frente a Ampicilina, Amoxicilina e Penicilina, ja em relacdo ao antibiotico
386 enrofloxacina, este género apresentou-se 100% sensivel.

387 Segundo May (2006), citado por Ishii et al. (2011), antimicrobianos da classe das
388  fluoroquinolonas constituem boas escolhas no tratamento de piodermites. Pedersen et
389 al. (2007), citado por Ishii et al. (2011), obtiveram somente 1,2% de resisténcia a
390 enrofloxacina em 84 amostras de Staphylococcus spp. avaliadas, entretanto, Proietti et
391 al. (2012) detectaram resisténcia a enrofloxacina em 94,3% dos isolados. Em estudo
392  realizado por Onuma et al. (2011), citado por Ishii et al. (2011), todos os isolados de
393 cdes com pioderma foram suscetiveis as fluoroquinolonas no primeiro periodo
394 avaliado, sendo na década seguinte, 50% das cepas analisadas resistentes a tais
395 farmacos, fato que vem ocorrendo devido a resisténcia progressiva a essa classe de

396  antibidticos, por mutacdo e atualmente mediada por plasmideos, o que se acreditava
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que ndo ocorresse nesta classe de antibioticos. Além disto, Silva et al. (2014) citam o
aumento de resisténcia frente as fluorquinolonas devido a utilizacdo frequente e
indiscriminada na terapia de dermatopatias e outras infecgfes, principalmente da
enrofloxacina, a qual, no Brasil, é facilmente adquirida em estabelecimentos
veterinarios, sem necessidade de receituario.

De acordo com Ishii et al. (2011), as taxas de resisténcia antimicrobiana em
animais de companhia se elevaram ao longo dos anos, pois cada vez mais 0s pacientes
sdo tratados com antibidticos de amplo espectro sem a certeza da sua real necessidade,
ja que exames para a identificacdo e sensibilidade bacteriana muitas vezes ndo sao
realizados, além da facilidade de compra, em que ndo ha controle do antibidtico
vendido. Segundo Oliveira (2004), cerca de 25 a 50% de todas as prescricdes de
antibioticos sdo inadequadas devido a escolha incorreta do medicamento ou a dose e
duracéo do tratamento.

O aumento das resisténcias afeta a eficacia do tratamento com o antibidtico,
trazendo consequéncias a nivel clinico como aumento da mortalidade e morbidade,
assim como consequéncias econdmicas como 0 aumento dos custos de hospitalizacdo e
terapéutica (French, 2005).

CONCLUSAO

Os Oleos essenciais da familia Lamiaceae apresentam atividade antibacteriana
frente aos isolados provenientes de lesbes cutdneas in vitro. No entanto, o extrato
hidroalcodlico de Bauhinia forficata, ndo apresentou atividade nas concentracdes
testadas frente a maioria dos isolados. Os 0leos da familia Lamiaceae sdo promissores
como alternativa em casos de resisténcia bacteriana, porém sdo necessarios mais
estudos, principalmente em relacdo a testes de toxicidade in vitro, para posteriores

testes de eficiéncia e toxicidade in vivo.
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AVALIACAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE BAUHINIA FORFICATA

FRENTE AO SPOROTHRIX BRASILIENSIS

RESUMO: Esporotricose € uma micose subcutanea que afeta humanos e animais,
sendo causada por fungos do complexo Sporothrix, incluindo a espécie S.
brasiliensis. O itraconazol é considerado o farmaco de primeira escolha para o
tratamento, porém algumas espécies flngicas tém demonstrado maior resisténcia a
este antifungico. Neste contexto, tem se buscado novos tratamentos, destacando-se
pesquisas com plantas medicinais. Dessa forma, objetivou-se avaliar a atividade
antifingica do extrato hidroalcoolico de Bauhinia forficata frente a isolados de
Sporothrix brasiliensis. A técnica de microdiluicdo em caldo foi utilizada para avaliar
sensibilidade de sete isolados fungicos (n=1 canino e n=6 felinos) frente a dez
concentragfes do extrato (100 a 0,19mg/mL), utilizando-se como controle positivo
itraconazol (0,5-64 pg/ml). Nas concentracdes estudadas foi evidenciada CIM de
100 mg/mL do extrato hidroalcodlico de B. forficata frente ao S. brasiliensis, porém
os valores de CFM foram superiores a 100 mg/mL para todos isolados. Em relacéo
ao itraconazol, cinco dos isolados (71,4%) apresentaram CFM de 64 pg/ml. Maiores
estudos acerca da atividade da planta, utilizando outras formas de extratos,
diferentes concentracfes e outras partes vegetais devem ser realizados, visto que
esta apresenta atividade frente a outros microrganismos, incluindo fungos, podendo

vir a ser um bom alvo para estudo no tratamento da esporotricose.

Palavras-chave: complexo Sporothrix; plantas medicinais; pequenos animais;

resisténcia.
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EXTRACT ASSESSMENT HYDROALCOHOLIC BAUHINIA FORFICATA FRONT

SPOROTHRIX BRASILIENSIS

ABSTRACT: Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis affecting humans and
animals and is caused by Sporothrix complex of fungi, including species S.
brasiliensis. Itraconazoleis considered the drug of choice for treatment, but some
fungal species have shown greater resistance to this antifungal. In this context, has
sought new treatments, especially research on medicinal plants. This work aimed to
evaluate the antifungal activity of hydroalcoholic extract of Bauhinia forficata against
isolates of Sporothrix brasiliensis. The broth microdilution technique was used to
evaluate sensitivity seven fungal isolates (n =1 canine and n = 6 feline) against ten
extract concentrations (100 to 0,19 mg/mL) , using as a positive control itraconazole
(0,5 - 64 mg/mL). The concentrations studied was observed MIC of 100 mg / mL of
alcoholic extract of B. forficata against S. brasiliensis, but the CFM values were
greater than 100 mg / mL for all isolates. Regarding itraconazole, five isolates (71,4
%) showed 64 CFM/mL. Further studies on the plant activity using other forms of
extracts, different concentrations and other plant parts must be carried out, as it has
activity against other microorganisms, including fungi and could be a good target for

study in the treatment of sporotrichosis.

Key words: Sporothrix complex; medicinal plants; small animals; resistance

INTRODUCAO

Esporotricose é uma micose subcutanea grave que afeta humanos e animais
(MONTEIRO et al., 2008), sendo considerada a principal micose subcutanea em
felinos e caninos (SOUZA et al., 2009), podendo evoluir para uma doencga sistémica

e ao Obito, quando acomete animais imunossuprimidos (MARIMON et al., 2007).
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Durante muito tempo, apenas uma espécie era considerada patogénica dentro do
género Sporothrix, identificada como Sporothrix schenckii (SOUZA et al., 2009). No
entanto, recentemente, com base em estudos genémicos, sequenciamento de DNA,
morfologia, fisiologia e nutricdo, S. schenckii foi considerado como um complexo,
gue inclui seis espécies diferentes, havendo dentre estas, a espécie S. brasiliensis,
encontrada no Brasil e considerada altamente patogénica (MARIMON et al., 2007).
De acordo com Rodrigues e colaboradores (2013), o Sporothrix brasiliensis vem
sendo diagnosticado em 96% dos casos de esporotricose felina no Brasil, e
consequentemente humana devido ao potencial de transmissao zoonotica.

O itraconazol é considerado o farmaco de primeira escolha para o tratamento
das formas cutanea e linfocutdnea de esporotricose em animais, porém algumas
espécies fungicas tém demonstrado maior resisténcia a este antifungico
(SCHUBACH et al., 2004). Além disso, tem sido reportada a perpetuacdo da
enfermidade, especialmente em felinos domeésticos, principalmente devido ao longo
tempo de tratamento e abandono da terapia, associada as falhas terapéuticas por
conta de resisténcia, 0 que traz grande preocupacdo a area médica (GIORDANI,
2013; LAVADOURO et al., 2013).

Neste contexto, tem se buscado novas alternativas ao tratamento
convencional, destacando-se os estudos no ambito das plantas medicinais, sob
diversas formas de extrato (CLEFF, 2008). Dentre as plantas de interesse,
destacam-se as da familia Fabaceae, como a Bauhinia forficata, devido a
demonstrar atividade antibacteriana, cicatrizante, hipoglicemiante, antidiarreica,

antiviral, analgésica, anti-tumoral e antifingica (MENEZES et al., 2007).
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Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar a atividade antifingica do
extrato hidroalcodlico de Bauhinia forficata frente a isolados clinicos de Sporothrix

brasiliensis proveniente de animais.

MATERIAL E METODOS

A planta utilizada no estudo foi coletada no distrito do Povo Novo, Rio Grande -
RS, sendo encaminhada para identificacdo no Setor de Botanica — UFPel e apés
seca em estufa com circulacéo de ar sob temperatura de 35°C.

Para o preparo do extrato vegetal foi utilizada a técnica descrita por Schiedeck
et al. (2008), onde as folhas foram pesadas e adicionadas de alcool de cereais 70%.
Durante sete dias esta mistura permaneceu em frasco de vidro estéril
hermeticamente fechado, protegido da luz e em temperatura ambiente, sendo
agitada manualmente uma vez ao dia. Apos este periodo, a amostra foi filtrada com
gaze estéril, sendo o volume restituido com alcool de cereais 70%, resultando em
tintura, que permaneceu em frasco ambar estéril hermeticamente fechado até o uso.
No momento do uso do extrato, foi utilizado o rotaevaporador a vacuo, com banho
de aquecimento a 40°C para retirada do alcool de cereais, restituindo-se o volume
com H,O destilada estéril, resultando em um extrato hidroalcodlico. O extrato foi
testado em dez concentracfes seriadas de 100 a 0,19mg/mL em duplicata. O
antifangico itraconazol foi testado também como método comparativo e de
identificacdo de resisténcia dos isolados, nas concentracfes de 0,5 - 64 ug / mL.

Foram utilizados sete isolados de S. brasiliensis em sua forma filamentosa
através do cultivo em meio Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol a 25°, 7 dias. Os
isolados foram estocados no Laboratério de Micologia Veterinaria — UFPel até

utilizacdo e eram provenientes de casos clinicos de felinos (n=6) e canino (n=1),
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sendo que o isolado canino era de paciente com dermatopatia bacteriana
associada, resistente a todos os antibidticos testados.

A atividade antifingica foi avaliada em duplicata pela técnica de microdiluicdo
em caldo (CLSI M38-A2, 2008) com modificacdes para fitofarmacos e S.
brasiliensis. O indculo foi preparado a partir de coldnias fungicas com sete dias de
crescimento em meio Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol, onde adicionou-se
solucdo salina e apo6s diluicbes, padronizou-se com espectrofotdmetro
(comprimento de onda de 530nm e transmitancia de 70-76%) (MADRID et al.,
2013). Os resultados foram expressos em Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Fungicida Minima (CFM), por leituras visuais do crescimento das
col6nias ou turvacédo do meio, apos um periodo de 72 horas em estufa a 25°C. Para
determinacao da CFM, foram semeados 10uL das suspensdes das microplacas em

agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol incubadas a 25°C por sete dias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A identificacdo botanica resultou em Bauhinia forficata candicans, com namero
de registro 25933/Herbério Pel, Botanica- UFPel.

No teste in vitro, foi evidenciada atividade inibitoria do extrato hidroalcoodlico de
Bauhinia forficata frente aos isolados de Sporothrix brasiliensis, na maior
concentragéo testada (100mg/mL), ndo havendo CFM (>100mg/mL) enquanto que o

itraconazol apresentou CIM e CFM entre 8 e = 64ug/ml (Tabela 1).
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Tabela 01. Resultados do teste de microdiluicdo em caldo (CIM e CFM) avaliando a
atividade do extrato hidroalcodlico de Bauhinia forficata e do antifangico padréo
itraconazol frente a isolados de Sporothrix brasiliensis.

Isolado Extrato (mg/mL) Antifangico padrao
(Hg/mL)
Bauhinia forficata Itraconazol
CIM CFM CIM CFM
1 100 >100 64 64
2 100 >100 8 >64
3 100 >100 >64 >64
4 100 >100 0,5 64
5 100 >100 64 64
6 100 >100 16 64
T7** 100 >100 64 64

*Valores de >100 correspondem a concentracdo sem atividade fungicida.
**|solado canino.

O complexo Sporothrix vem sendo estudado quanto a diferencas de
patogenicidade e sensibilidade (OLIVEIRA et al. 2011), sendo que algumas
espécies tem demonstrado maior resisténcia ao itraconazol, antifungico de escolha
para o tratamento da esporotricose em veterinaria (SCHUBACH et al., 2004). A
ocorréncia de microrganismos resistentes aos antimicrobianos rotineiramente
utilizados, bem como as recidivas em casos clinicos, efeitos toxicos e 0 numero
limitado dos antifingicos disponiveis tém impulsionado a pesquisa utilizando as
plantas, como a Bauhinia forficata, com a finalidade de descobrir novos principios
ativos para tratamento das enfermidades (MENEZES et al., 2009; GIORDANI,
2013).

O potencial antifungico de Bauhinia forficata vem sendo estudado, tendo
apresentado atividade na forma de extrato de acetato de etila dos caules frente a
Epidermophyton floccosum, (CIM= 750 pg/mL), assim como dos extratos de hexano
das cascas, 0 qual foi ativo frente Microsporum canis, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum e E. floccosum com CIM<1000mg/ml para

todas as espécies fungicas estudadas (SILVA E FILHO, 2002). O extrato de
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diclorometano das cascas apresentou acao antifingica contra T.rubrum e E.
floccosum com CIM de 500 pg/mL (SILVA E FILHO, 2002).

Apesar de a planta Bauhinia forficata apresentar atividade frente a
microorganismos variados, ndo ha estudos da sua atividade frente ao complexo
Sporothrix, mais especificamente frente ao S. brasiliensis, sob nenhuma forma de
extrato ou parte da planta, sendo este trabalho o primeiro com este enfoque.
Tratando-se do complexo Sporothrix, Ratslaff (2013) estudou a utilizacdo das
plantas Schinus terebinthifolius, Baccharis trimera e Solidago chilensis, em testes de
microdiluicdo em caldo, nos quais se obteve resultados satisfatorios, sendo a maior
CFM de Schinus terebinthifolius nos isolados testados de 25mg/mL. Ja D’Avila
(2013), com a utilizacdo de plantas da familia Lamiaceae na forma de O6leos
essenciais frente ao S. schenckii, demonstrou efetividade de Rosmarinus officinalis
com CIM de <0,06 a 1 mg/ml e CFM de <0,06 mg/mL a 4,3 mg/ml nos isolados.

Os resultados obtidos no teste in vitro utilizando o antifingico padréo
itraconazol (CIM= 0,5 a >64pg/mL e CFM 264ug/mL) evidenciaram 57% de
resisténcia (n=4/7) nos isolados estudados, considerando que 4 isolados tiveram
CIM= 64ug/mL e todos tiveram CFM =64 ug/mL. D"Avila (2013) cita a variacdo da
CFM de itraconazol em seus testes de 4 a >16ug/mL e a variagao de CIM de 0.25 a
>16ug/mL, valores consideravelmente inferiores aos encontrados no presente
experimento. Apesar dos testes ndo serem especificos para o complexo Sporothrix,
resultados do itraconazol com CIM 24,0 ug/mL sao tidos como resistentes para
alguns fungos filamentosos (CLSI M38-A2, 2008).

Em um estudo realizado por Oliveira e colaboradores (2011), a espécie S.
brasiliensis foi a que apresentou os menores resultados de Concentracao Inibitoria

Minima (CIM) quando utilizado o antifungico Itraconazol, ndo concordando com os
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resultados obtidos neste estudo, ressaltando desta forma a alta resisténcia destes
isolados.

Neste ensaio, o extrato hidroalcodlico de Bauhinia forficata apresentou efeito
inibitério para S. brasiliensis, com CIM de 100mg/mL, sendo uma possivel
alternativa de tratamento deste patdégeno. Além disto, estudos prévios
demonstraram eficacia deste extrato na cicatrizacdo de feridas de animais de
companhia (ACOSTA et al., 2012), o que estimula a busca pelo entendimento dos
mecanismos de acdo desta planta. Maiores estudos acerca da atividade da planta,
utilizando outras formas de extratos, concentracdes e outras partes vegetais devem

ser realizados, visto a atividade demonstrada frente a diversos fungos e bactérias.

CONCLUSOES

Os resultados demonstraram que o extrato hidroalcodlico de Bauhinia forficata
em concentragcfes até 100mg/ml, ndo apresentou atividade fungicida in vitro frente
ao S. brasiliensis, porém apresentou atividade fungiostatica, com CIM de 100

mg/mL.

REFERENCIAS

ACOSTA, G. S.; GIORDANI, C.; MATOS, C. B.; BATISTA, M.; GUTERRES, K. A;;
SILVA, C. C.; LADEIRA, S.; MEINERZ, A. R. M.; FERREIRA, C. M.; CLEFF, M. B.

Determinacdo da atividade da infusdo de Bauhinia forficata no tratamento de
ferida aberta de c&o. In: SIMPOSIO IBEROAMERICANO DE PLANTAS
MEDICINAIS, VI.,2012, Ponta Grossa. Anais do VI Simpésio Iberoamericano de
Plantas Medicinais, Ponta Grossa: Universidade Estadual de Ponta Grossa, 2012.

CLEFF, MARLETE BRUM. Avaliacdo da atividade antifungica do 6leo essencial
de Origanum vulgare L. frente a fungos de importancia em veterinaria com
énfase em Candida spp. 2008. Porto Alegre, 129f. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterinarias) - Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARS INSTITUTE - CLSI.Reference method
for broth dilution antifungal susceptibility testing of yeasts: proposed
standard. M38-A2, 2008.



http://lattes.cnpq.br/9916986411712495

69

D’AVILA, C.A.; WALLER, S.B.; MADRID, I.M. et al.Atividade in vitro de Rosmarinus
officinalis frente a cepas do complexo Sporothrix sp.In. CONGRESSO DE
INICIAQAO CIENTIFICA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS,XXIL.,
2013.Anais do XXII Congresso de Iniciagdo Cientifica da Universidade Federal
de Pelotas,Pelotas: Universidade Federal de Pelotas, 2013.

GIORDANI, C. Investigacdo de plantas medicinais e toxicas em Pelotas-RS e
determinacdo da atividade antifungica frente a Malassezia pachydermatis.
2013. Pelotas,126f. Dissertacdo (Mestrado em Clinica Veterinaria)-Faculdade de
Veterinéria, Universidade Federal de Pelotas.

LAVADOURO, J.B.; MATOS, C.B.; LOPES, D.J.et al. Dificuldades terapéuticas no
tratamento da esporotricose felina. In: Mostra de Producdo Universitaria da
Universidade Federal de Rio Grande, 12., 2013. Anais da 12° Mostra de Producéo
Universitéria da Universidade Federal de Rio Grande, Rio Grande: Universidade
Federal de Rio Grande, 2013.

MADRID, I. M.; TELES, A. J.; SANTIN, R. et al. Eficacia de solu¢des desinfetantes
na eliminagdo de fungos de importancia médica e veterinaria. Archives of
Veterinary Science, v. 18, n.1, p.65 — 70, 2013.

MARTINS, A.A. Esporotricose sistémica experimental: Avaliacdo in vivo da B-
(1-3) glucana e em associagao ao itraconazol em modelo murino. 2012. Porto
Alegre, 119f. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinarias) — Programa de POs-
Graduacao em Ciéncias Veterinarias, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
MARIMON, R.; CANO, J.; GENE, J.et al.Sporothrix brasiliensis, S. globosa and
S.mexicana three new Sporothrix species of clinical interest. Journal of Clinical
Microbiology, v.45 n.10, p.3198-3206, 2007.

MENEZES, F.S.; MINTO, A.B.M.; RUELA, H.S. et al.Hypoglycemic activity of two
Brazilian Bauhinia species: Bauhinia forficata L. and Bauhinia monandra Kurz.
Revista Brasileira de Farmacognosia, v.17, n.1, p.8-13, 2007.

MENEZES, T.O.A.; ALVES, A.C.B.A.; VIEIRA, J.M.S. et al. Avaliacdo in vitro da
atividade antifingica de 6leos essenciais e extratos de plantas da regido amazonica
sobre cepa de Candida albicans. Revista de Odontologia da UNESP, v.38, n.3,
p.184-191, 2009.

MONTEIRO, H.R.B.; TANENO, J.C.; NEVES, M.F. Esporotricose em felinos
domésticos. Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinaria, v.6, n.10,
2008.

OLIVEIRA, D.C.; LOPES, P.G.M.; SPADER, T.B. et al. Antifungal Susceptibilities of
Sporothrix albicans, S. brasiliensis, and S. Luriei of the S. Schenckii Complex
Identified in Brazil. Journal of Clinical Microbiology, v.49, n.8, p.3047-3049, 2011.
RATSLAFF, K.; GIORDANI, C.; ALVES, G.A. et al. A¢do dos extratos hidroalcodlico
de Schinus terebinthifolius, Baccharis trimera e Solidago chilensis em Sporothrix
schenckii. In: CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DE PELOTAS, XXIl., 2013, Pelotas. Anais do Xl Congresso de
Iniciacdo Cientifica da Universidade Federal de Pelotas, Pelotas: Universidade
Federal de Pelotas, 2013.

RODRIGUES, A.M.; TEIXEIRA, M.M.; HOOG,G.S. et al. Phylogenetic Analysis
Reveals a High Prevalence of Sporothrix brasiliensisin Feline Sporotrichosis
Outbreaks. PLOS Neglected Tropical Diseases,v.7, n.6, p.1-14, 2013.
SCHIEDECK, G.; BEVILAQUA, G.A.P.; NACHTIGAL, G.F. et al.Método de preparo
de tintura de plantas bioativas para fins agricolas. Comunicado técnico-EMBRAPA,
Pelotas, n.190, p.1-4, 2008.



70

SCHUBACH, T.M.; SCHUBACH, A.O.; OKAMOTO, T. et al. Utilidade do coagulo
sanguineo para o isolamento de Sporothrix schenckii de gatos naturalmente
infectados. Brazillian Journal of Veterinary Research and Animal Science, v.41,
p.404-408, 2004.

SILVA, A.C.; SALES, N.L.P.; ARAUJO, A.V. et al.Efeito in vitro de compostos de
plantas sobre o fungo ColletotrichumgloeosporioidesPenz: isolado do maracujazeiro.
Ciéncias e Agrotecnologia, v.33, n.spe, p.1853-1860, 2009.

SILVA, K. L.; FILHO, V. C.Plantas do género Bauhinia: composi¢cdo quimica e
potencial farmacolégico. Quimica Nova, v.25, n.3, p.449-454, 2002.

SOUZA, N.T.; NASCIMENTO, A.C.B.M.; SOUZA, J.O.T. et al.Esporotricose canina:
relato de Caso. Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, v.61,
n.3, p.572-576, 20009.

SOUZA, R.S.S.; SANTOS, D.R.; BELLA CRUZ, R.C.; VI Seminério Integrado de
Iniciagéo Cientifica, Camboriu, Brasil, 2000.



71

4.3 Artigo 3

The Use of (1-3) b-Glucan Along with Itraconazole Against Canine Refractory
Sporotrichosis
Utilizag&o de (1-3) B-glucana em esporotricose canina causada por
Sporothrix brasiliensis refrataria ao Itraconazol
Karina Affeldt Guterres, Caroline Bohnen de Matos, Luiza Da Gama Osorio,
Isabel Duarte Schuch, Marlete Brum Cleff
Artigo Publicado na Revista Mycopathologia, v.177, p.217-221, 2014.



DOI 10.1007/s11046-014-9736-6

72

The Use of (1-3) b-Glucan Along with Itraconazole Against

Canine Refractory Sporotrichosis

Karina Affeldt Guterres - Caroline Bohnen de Matos -

Luiza Da Gama Osorio - Isabel Duarte Schuch -
Marlete Brum Cleff

Received: 19 July 2013/ Accepted: 21 February 2014 /Published online: 21 March 2014

Springer Science+Business Media Dordrecht 2014

Abstract  Sporotrichosis, caused by the Sporothrix
schenckii fungal complex, is a zoonotic mycosis
distributed worldwide. Itraconazole is the treatment
of choice for domestic animals although some fungal
isolates have shown resistance to this drug. The
objective of this study was to report, for the first time,
the use of (1-3) b-glucan along with itraconazole in
the treatment of a canine with sporotrichosis caused by
Sporothrix brasiliensis. The animal had ulcerated and
crusted lesions, especially on the nasal planum.
Clinical samples were collected for a complete blood
count, cytological analysis of the lesion, and fungal
culture. Based on the results of the laboratory exam-
ination, and after the fungal culture, antibiotic therapy
and treatment with itraconazole were initiated. Two
additional fungal cultures were performed, which
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were positive. After 7 months of the animal treatment
with itraconazole, the S. brasiliensis culture was still
positive, so that the itraconazole was associated with
(1-3) b-glucan. After four weekly applications of
glucan, the complete elimination of the fungus was
observed based on the fungal culture negative results.
The results show, therefore, that (1-3) b-glucan with
itraconazole promoted the case resolution, and it may
be considered a promising alternative for the treatment
of sporotrichosis in cases of resistance to conventional
therapy.

Keywords Antifungal Dog
Immunomodulators Subcutaneous mycosis

Introduction

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis that affects
humans and animals [1], and it is considered the main
subcutaneous mycosis in cats, but it is less frequent in
canines [2]. In some Brazilian regions, however, it has
been observed an increase in the number of cases in
dogs and the cutaneous is the most prevalent form [3].
The infection is considered severe and may be fatal
[4]. In dogs, the infection is mainly acquired through
traumatic inoculation of materials colonized by the
fungus, scratches, or bites during fights with cats [4].
For a long time, only one species was considered
pathogenic within the genus Sporothrix [2], which is
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identified as Sporothrix schenckii. However, recently,
based on genetic studies, DNA sequencing, morphol-
ogy, physiology, and nutrition, S. schenckii has been
considered a complex that includes the species S.
schenckii, S. globosa, S. mexicana, S. luriae, S.
albicans, and S. brasiliensis, the latter found in Brazil
and considered highly pathogenic [4, 5].

Currently, itraconazole is considered the first
treatment choice for cutaneous and lymphocutaneous
forms of sporotrichosis in small animals; however, in
view of the therapeutic difficulties related to toxicity,
resistance, therapeutic failures, and prolonged anti-
fungal therapy, new alternatives for the disease
treatment have been considered. One of them is the
use of immunomodulators such as (1-3) b-glucan,
which has great importance against pathogenic micro-
organisms via stimulation of the immune response [6].

Due to the severity of the disease and the difficulties
encountered during the treatment, the aim of this study
was to report the first case of canine sporotrichosis
caused by Sporothrix brasiliensis, treated with the
combination of (1-3) b-glucan and itraconazole.

Materials and Methods

The animal was found in the municipality of Cerrito,
Rio Grande do Sul State, Brazil, with ulcerated lesions
that were, some of them, crusty and pussy, distributed
on the face, especially on the nasal planum, which was
partially destroyed (Fig. 1). The patient was in poor
body condition and had lesions that were free of
ulcerations on the forelimbs, hindlimbs, and flank. In
the physical examination, the heart and respiratory
rates, capillary refill time, body temperature, and
mucosal color were within normal parameters.

Laboratory tests such as complete blood count and
cytological analysis of the lesions were requested.
Considering the high number of sporotrichosis cases in
southern Rio Grande do Sul State, fungal culture from
nasal secretion and crusts were also requested, in order
to rule out the disease.

For the realization of the fungal culture, secretion
and crusts were collected from the nasal planum and
sent to the Laboratory of Mycology, College of
Veterinary (MICVET), UFPel. The clinical samples
were duplicated and cultivated in Petri dishes con-
taining Sabouraud dextrose with chloramphenicol and
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cycloheximide. One plate was incubated at 37 C for

‘.

Fig. 1 Patient upon arrival for clinical examination, showing
destruction of the nasal planum with secondary contamination

the detection of yeast forms, while the other one was
kept at 25 C for the visualization of filamentous
forms, during 48-72 h. Due to the destruction of the
nasal planum, the clinical sample was also cultivated
on Sabouraud with chloramphenicol, as a differential
diagnosis of cryptococcosis.

Results and Discussion

The patient’s complete blood count showed leukocy-
tosis accompanied by a regenerative “left shift” and a
discreet normocytic normochromic anemia. The cyto-
logical analysis showed a cell inflammatory pattern,
what was inconclusive, as well as the yeast cultures,
that showed only bacterial growth. Thus, an antibiotic
therapy was initiated, with 30 mg kg™* of cephalexin,
twice a day, for 30 days. Fifteen days after the
beginning of the treatment with cephalexin, the animal
presented a reduction in the lesions’ secretion. New
samples were then collected after rigorous cleaning of
the nose planum with a 0.9 % saline solution and sent
to the MICVET-UFPel for direct examination and



culture. The fungal culture was positive for sporotri-
chosis; at 25 C, there was growth of a wrinkled
colony, adhered to the culture medium, which was
initially cream-colored, but became blackened over
time. Under the optical microscope, fine septate
hyphae and small dematiaceous conidia could be
observed. The culture that was maintained at 37 C
resulted in colonies of a creamy consistency, and the
microscopy analysis showed cells that were predom-
inantly elongated, with some oval and rounded,
characterizing the agent as Sporothrix schenkii. The
macromorphology and micromorphology were similar
to that previously described by many authors for S.
schenckii [7, 8].

In addition to the antibiotic therapy, an antifungal
therapy was also initiated with itraconazole at a
concentration of 10 mg kg™*, every 12 h. The patient
showed a good response after 30 days of the antibiotic
therapy, with normalization of the white blood cell
(WBC) count, as well as reduction in pus from the
lesions. Three months after beginning the therapy with
itraconazole, the patient had the lesions healed; due to
this fact, new fungal culture was requested, what was,
again, positive. Two new collections were performed
at 5-7 months after beginning the therapy, and all tests
remained positive. Several studies performed in vitro,
regarding antifungal susceptibility using clinical iso-
lates of S. schenckii, have demonstrated a considerable
diversity concerning susceptibility to different drugs,
suggesting that these isolates may represent different
species [4]. In addition, the fungus isolated in the last
culture was sent to the Laboratory of Molecular
Biology, at the Federal University of Sdo Paulo.
Further analysis using the polymerase chain reaction
(PCR) resulted in the identification of an isolate of
Sporothrix brasiliensis.

Sporotrichosis was assigned to only one species, S.
schenckii. However, recent molecular studies have
demonstrated that S. schenckii is a complex [4]. There
are at least six phylogenetic species prevalent in
different geographic regions [4], which are S. albi-
cans, S. inflata, S. luriei, S. brasiliensis, S. globosa,
and S. mexicana [9]. From the identified new species,
S. brasiliensis is commonly found in South America,
mainly in Brazil [5].

In view of the prolonged therapy, and because the
canine sporotrichosis was refractory to the exclusive
use of itraconazole, we established the therapy using
the immunomodulator (1-3) b-glucan associated with
antifungals. This association was initiated after eval-
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uation of the comp

n 1

lete blood count, as well as kidney

Fig. 2 Patient after the treatment with itraconazole along with
(1-3) b-glucan

and liver functions, which were within normal
parameters. We conducted a total of four glucan
applications, with an interval of 7 days between each
subcutaneous application, at a dose of 0.5 mg ani-
mal~*. To our knowledge, there are no reports on the
use of B-glucan in dogs. However, in an experimental
study carried out by Martins [3], effective results were
obtained from the use of this dose against ringworms.
As a side effect derived from the use of (1-3)
b-glucan, there was a formation of granuloma on the
application areas, which reduced in few weeks. Such
effects had also been observed in other studies by
Martins [3].

A new blood test was performed to evaluate the
patient after the use of (1-3) b-glucan. The results of
the complete blood count, as well as liver and renal
profiles, were within the physiological parameters for
canine species, showing no systemic adverse effects
derived from the association of itraconazole and (1-3)
b-glucan during the treatment. The material from the
patient’s lesions and secretions was then submitted for
fungal culture, which was, at this time, negative,
allowing us to interrupt the animal treatment (Fig. 2).
Our findings demonstrated the efficacy of combining
R-glucan and itraconazole during the treatment of
canine sporotrichosis. Oliveira et al. [9] demonstrated
that S. brasiliensis is the species that mostly responds

to terbinafine, ketoconazole, itraconazole, and ampho-



tericin B in in vitro studies. However, in our study, the
therapy with itraconazole only was not effective
probably due to the agent resistance. According to
Oliveira et al. [9], isolates from animals showed less
sensitivity to azoles than strains of human origin.

During the macro-morphology analysis of the iden-
tified S. brasiliensis colonies, an intense pigmentation
was observed, suggesting that there was a large amount
of melanin, what may confer a higher resistance degree
to the isolate. According to Bell and Wheeler [10], a
certain amount of melanin provides essential protection
against ultraviolet radiation, desiccation, and extreme
temperatures; also, the degree of protection is directly
proportional to the melanin concentration in the fungal
cell. Melanin grants resistance to the fungal cell against
effector cells of the immune system by reducing
phagocytosis and protecting it against nitrogen and
oxygen derivatives; also, melanin acts on the resistance
of fungal cells against hydrolytic enzymes, such as
chitinase and glucanase [7].

This study describes the first report on S. brasili-
ensis in dogs, demonstrating how important molecular
studies are for the advance veterinary mycology.
Another fact that stands out is that the fungus isolated
from the canine proved to be refractory to itraconaz-
ole, even after 7 months of the treatment, so that the
combination of immunomodulators can be an alterna-
tive for the treatment of ringworms. In human
medicine, several studies associating with immuno-
modulatory therapies have been described, but in
veterinary medicine, such studies are scarce and need
to be further explored. Some authors positively
position themselves to the use of immunomodulators
for different pathologies, such as (1-3) b-glucan along
with fluconazole for experimental cryptococcosis
[12], and sepsis in experimental models [11], and the
combination of (1-3) b-glucan and itraconazole for
experimental systemic sporotrichosis [3]. The (1-3)
b-glucan is a polysaccharide that consists of units
of glicopiranoses bound by B 1-3 glycosidic linkages,
of high molecular weight, extracted from the inner
cell wall of the fungus Saccharomyces cerevisiae [11].

It has been reported that B-glucan has broad and
potent activity in the reticuloendothelial system
(RES), leading to its hypertrophy and hyperphagocy-
tosis, due to the increase in macrophages’ size and
number [11].
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Several mammalian cells, especially leukocytes,
have receptors that are capable of recognizing and
interacting with R-glucan. The known 3-glucan recep-
tors are CR3, lactosylceramide, and dectin-1, and the
latter seems to have an essential role in the activation
of the host defense [3]. The absence of B-glucanase in
mammals is another factor that contributes to the
activity of B-glucan, as well as its long permanence in
these organic systems, thereby enabling the polysac-
charide accumulation in organs of the RES without
undergoing significant structural changes [3].

Conclusion

The use of immunomodulators, such as R-glucan, is
promising for the treatment of sporotrichosis caused by S.
brasiliensis and may be an alternative in cases of isolates
resistant to antifungal treatments with itraconazole.
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5 Considerac¢des Finais

- Foram identificados um total de 46 isolados bacterianos de 40 caes com lesdes
cutdneas atendidos no Hospital de Clinicas Veterinaria da UFPel, sendo 26
classificados como Gram positivos e 20 Gram negativos.

- No que se refere as bactérias Gram positivas, 0 género Staphylococcus se
destacou, apresentando 73% de ocorréncia. Em relacdo as bactérias Gram
negativas, destacou-se o género Pseudomonas com 40% dos isolados bacterianos e
em seguida o0 género Proteus e a espécie Escherichia coli foram os mais isolados,
com 20% e 15% dos isolados Gram negativos, respectivamente.

- Os Oleos essenciais da familia Lamiaceae apresentam atividade in vitro frente aos
isolados clinicos de bactérias multiresistentes, possuindo uma acdo promissora
como alternativa aos casos de resisténcia bacteriana que sdo cada vez mais
observados dentro da clinica médica veterinaria;

- O extrato hidroalcodlico de Bauhinia forficata, ndo apresentou atividade nas
concentragbes testadas in vitro frente a maioria dos isolados bacterianos,
necessitando de mais estudos a seu respeito utilizando outros extratos e outras
concentragfes, uma vez que a acao bactericida dessa planta ja foi estudada com
sucesso;

- Os isolados bacterianos provenientes de lesdes cutaneas ulceradas de céaes
apresentaram-se em geral mais resistentes frente aos antibidticos B-lactamicos e
mais sensiveis frente a enrofloxacina;

- Os isolados de Sporothrix brasiliensis testados apresentaram CFM = 64ug/mL
guando utilizado o antifungico padréo intraconazol;

- O extrato hidroalcodlico de Bauhinia forficata em concentra¢cdes de até 100mg/mL
apresentou atividade fungiostatica in vitro frente ao S. brasiliensis, porém néo
apresentou atividade fungicida (>100mg/mL);

- Na andlise cromatografica, foram identificados 39 compostos quimicos, sendo 9
compostos referentes ao 6leo essencial de alecrim, onde 0s compostos majoritarios
foram Eucalyptol (1-8 cineol), Camphor e Alpha-pinene; 15 compostos referentes ao

O0leo essencial de manjerona, com 4-terpineol, 4-carene e 5-isopropyl-2-
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methylbicyclo como majoritarios e 15 compostos referentes ao 6leo essencial de
orégano, onde descaram-se o y-terpinene, 4-terpineol e Hidroxy-p-cymene;

- O uso de imunomoduladores, como a B-glucana, é promissor no tratamento da
esporotricose causada pelo S. brasiliensis refratario ao tratamento convencional com

itraconazol.
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Apéndice A -Tabela 1. Resultados da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo
Bactericida Minima (CBM) dos Gleos essenciais de alecrim, manjerona e orégano (ug/mL) frente
bactérias Gram positivas isoladas de feridas contaminadas de animais

Isolados Alecrim Manjerona Orégano
CIM (ug/mL) CBM (pug/mL) CIM (ug/mL) CBM (ug/mL)  CIM (ug/mL) CBM (ug/mL)

1 31,2 31,2 1,9 7,8 1,9 31,2
2 1,9 31,2 0,4 0,4 1,9 125
3 7,8 31,2 0,9 3,9 7,8 7,8
4 15,6 15,6 7,8 62,5 3,9 3,9
) 125 >250 125 125 15,6 31,2
6 7,8 125 62,5 62,5 3,9 62,5
7 0,9 0,9 3,9 3,9 1,9 7,8
8 15,6 15,6 31,2 31,2 3,9 3,9
9 250 250 7,8 62,5 31,2 31,2
10 3,9 7,8 0,4 0,9 1,9 3,9
11 250 250 31,2 31,2 15,6 15,6
12 250 250 31,2 31,2 7,8 125
13 31,2 125 15,6 15,6 7,8 15,6
14 31,2 125 7,8 15,6 7,8 15,6
15 125 125 62,5 125 31,2 31,2
16 31,2 31,2 15,6 15,6 7,8 15,6
17 31,2 31,2 15,6 15,6 15,6 15,6
18 31,2 250 31,2 31,2 3,9 7,8
19 15,6 15,6 0,9 7,8 1,9 3,9
20 15,6 15,6 0,9 7,8 3,9 7,8
21 15,6 15,6 1,9 15,6 1,9 3,9
22 7,8 7,8 31,2 31,2 3,9 3,9
23 7,8 15,6 31,2 31,2 3,9 3,9
24 0,4 0,4 15,6 125 3,9 7,8
25 15,6 15,6 7,8 125 3,9 3,9
26 125 125 7,8 7,8 19 3,9
27 125 125 3,9 62,5 3,9 7,8
28 250 >250 7,8 15,6 3,9 3,9
29 250 250 7,8 31,2 3,9 3,9
30 15,6 31,2 15,6 15,6 31,2 31,2
31 15,6 125 31,2 31,2 15,6 31,2
32 7,8 62,5 7,8 31,2 31,2 62,5
33 15,6 15,6 7,8 31,2 1,9 7,8

*Valores de >250 correspondem a concentragdo sem atividade inibitéria/bacteriana. 1 Staphylococcus intermedius, 2 Streptococcus pluranimalium,
3 Staphylococcus aureus, 4 Staphylococcus hominis, 5 Enterococcus faecium, 6 Staphylococcus sp., 7 Streptococcus dysgalactiae, 8
Staphylococcus intermedius, 9 Staphylococcus aureus, 10 Streptococcus pluranimalium, 11 Staphylococcus intermedius, 12 Staphy lococcus hyicus,
13 Staphylococcus xylosus, 14 Staphylococcus intermedius, 15 Enterococcus faecalis, 16 Staphylococcus aureus, 18 Enterococcus faecalis, 19
Staphylococcus aureus, 20 Streptococcus sp., 21 Staphylococcus xylosus, 22 Staphylococcus xylosus, 23 Streptococcus pluranimalium, 24
Staphylococcus intermedius, 25 Alloiococcus otitis, 26 Staphylococcus intermedius, 27 Staphylococcus xylosus, 28 Staphylococcus intermedius, 29

Staphylococcus xylosus, 30 Enterococcus faecium, 31 Staphylococcus intermedius, 32 Staphylococcus aureus, 33 Alloiococcus otitis
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Apéndice B - Tabela 2. Resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) dos 0leos essenciais de alecrim, manjerona e orégano (ug/mL) frente bactérias Gram
negativas isoladas de feridas contaminadas de animais

Isolados Alecrim Manjerona Orégano
CIM (ug/mL) CBM (pg/mL) CIM (ug/mL) CBM (png/mL)  CIM (ug/mL) CBM (pg/mL)

1 >250 >250 250 250 >250 >250
2 250 250 31.2 31.2 62.5 62.5
3 7.8 62.5 1.9 1.9 0.4 1.9
4 0.4 0.4 3.9 3.9 0.4 0.4
5 0.9 0.9 0.4 1.9 0.4 04
6 >250 >250 250 250 >250 >250
7 15.6 125 3.9 3.9 3.9 7.8
8 7.8 62.5 3.9 7.8 1.9 1.9
9 7.8 125 7.8 62.5 1.9 1.9
10 7.8 7.8 1.9 15.6 0.9 0.9
11 15.6 31.2 3.9 3.9 0.9 0.9
12 >250 >250 250 250 >250 >250
13 7.8 15.6 3.9 3.9 1.9 15.6
14 7.8 15.6 3.9 3.9 1.9 3.9
15 >250 >250 250 250 >250 >250
16 >250 >250 250 250 >250 >250
17 31.2 15.6 3.9 31.2 0.9 3.9
18 7.8 15.6 3.9 3.9 1.9 15.6
19 >250 >250 250 >250 >250 >250
20 1.9 1.9 1.9 3.9 0.9 1.9
21 >250 >250 >250 >250 >250 >250
22 7.8 15.6 7.8 15.6 3.9 62.5
23 31.2 31.2 3.9 7.8 0.9 7.8
24 15.6 15.6 3.9 3.9 0.9 1.9
25 >250 >250 >250 >250 >250 >250
26 >250 >250 250 250 >250 >250

*Valores de >250 correspondem a concentragdo sem atividade inibitéria/bacteriana. 1 Pseudomonas aeruginosa, 2 Pseudomonas aeruginosa, 3
Escherichia coli, 4 Escherichia coli, 5 Aeromonas hydrophila, 6 Pseudomonas aeruginosa, 7 Enterobacter cloacae complex, 8 Escherichia coli, 9
Enterobacter aerogenes, 10 Proteus mirabilis, 11 Proteus mirabilis, 12 Pseudomonas putida, 13 Klebsiella pneumoniae, 14 Enterobacter cloacae
complex, 15 Pseudomonas aeruginosa, 16 Pseudomonas aeruginosa, 17 Proteus vulgaris, 18 Escherichia coli, 19 Pseudomonas aeruginosa, 20
Escherichia coli, 21 Pseudomonas aeruginosa, 22 Pseudomonas aeruginosa, 23 Proteus vulgaris, 24 Proteus vulgaris, 25, Escherichia coli, 26

Pseudomonas aeruginosa.



