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RESUMO

A dermatologia e a otologia veterinaria sdo responsaveis por mais de um terco dos
atendimentos na clinica de pequenos animais, onde o0s antimicrobianos e
antifangicos podem ser utilizados no tratamento dessas enfermidades. A utilizacdo
indiscriminada destes, e a emergéncia de cepas de micro-organismos resistentes
tém sido uma preocupacdo mundial. A possibilidade de descoberta de novos
farmacos na vegetacdo da caatinga brasileira, que ainda € pouco explorada, tem
estimulado o estudo desses recursos. Cladonia substellata Vainio € um liquen
encontrado em diversos continentes do mundo, inclusive no nordeste do Brasil, e
possui varios metabolitos secundarios com atividade bioldgica, entre eles, o acido
usnico. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do
extrato organico de C. substellata e do acido Usnico purificado. Para isto, foram
isolados Staphylococcus spp. de amostras de pele e orelha de cdes e gatos com
suspeita de piodermatite e otite, assim como Microsporum spp. e Tricophyton sp. de
amostras de pele de cdes e gatos com suspeita de dermatofitose. No teste de
sensibilidade aos antimicrobianos frente Staphylococcus spp., 77% (105/136) foram
resistentes. Na avaliacdo da producéo de biofilme bacteriano, 83% (113/136) foram
classificadas como produtoras de biofilme. Na caracterizagdo genotipica, 32%
(44/136) dos isolados bacterianos foram positivos para o gene blaZ; nenhum isolado
(n=136) foi positivo para 0 gene mecA e 2% (3/136) foram positivos para o gene
icaD. Na determinacéo da atividade antimicrobiana in vitro do extrato organico de C.
substellata e do acido Usnico purificado, foi encontrado para Staphylococcus spp.,
uma faixa de inibicdo que variou de 0,25mg/ml a 0,0019mg/ml, e para Microsporum
spp. a faixa de inibicdo de 0,1953mg/ml a 0,09765mg/ml. Pb6de-se observar que
tanto o extrato organico, quanto o acido Usnico, inibiram o crescimento bacteriano e
fungico em baixas concetracbes, e foram mais eficazes contra as bactérias
produtoras de biofiime (0,65mg/ml-0,42mg/ml) quando comparadas as nao
produtoras de biofilme (2,52mg/ml-2,71mg/ml). Viabilizando a utilizagcdo do &cido
asnico e do extrato organico de C. substellata, no tratamento de otite, piodermatite e

dermatofitose em caes e gatos.

Palavras chave: antibacteriana, bactérias, biofilme, dermatéfitos, genes, resisténcia.



ABSTRACT

The veterinary dermatology and otology are responsible for over a third of clinical
cases in small animals where antimicrobials and antifungals can be used in the
treatment of these diseases. The indiscriminate use of these, and the emergence of
strains resistant microorganisms have been a global concern. The possibility of drug
discovery in the Brazilian savanna vegetation, which is not explored, has stimulated
the study of these resources. Cladonia substellata Vainio is a lichen found in different
continents of the world, including in the northeast of Brazil, and has several
secondary metabolites with biological activity, including, usnic acid. The aim of this
study was to evaluate the in vitro antimicrobial activity of the organic extract of C.
substellata usnic acid and purified. To this were isolated Staphylococcus spp.
samples of skin and ear of dogs and cats with suspected pyoderma and otitis, as
Microsporum spp. and Trichophyton sp. skin samples from dogs and cats with
suspected dermatophytosis. In the test antimicrobial susceptibility front
Staphylococcus spp., 77% (105/136) were resistant. Measuring the output of
bacterial biofilms, 83% (113/136) were classified as producing biofilm. In genotypic
characterization, 32% (44/136) of the isolates were positive for the gene blaz, none
alone (n = 136) were positive for the mecA gene and 2% (3/136) were positive for the
gene icaD. In determining the in vitro antimicrobial activity of the organic extract of C.
substellata and purified usnic acid, was found to Staphylococcus spp. the range of
inhibition ranged from 0,2mg/ml to 0,0019mg/ml, and Microsporum spp. Band
inhibition 0,1953mg/ml to 0,09765mg/ml. It was observed that both the organic
extract, the usnic acid inhibited bacterial and fungal growth in low concetrations, and
were more effective against biofilm producing bacteria (0,65mg/ml-0,42mg/ml)
compared not producing the biofilm (2,52mg/ml-2,71mg/ml). Enabling the use of
usnic acid and the organic extract of C. substellata in the treatment of otitis,

pyoderma and dermatophytosis in dogs and cats.

Keywords: antibacterial, bacteria, biofilm, dermatophytes, genes, resistance.
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1. INTRODUCAO

Na medicina veterinaria, a dermatologia e a otologia veterinaria sao
responsaveis por mais de um terco dos atendimentos na clinica de pequenos
animais (CARDOSO et al., 2011; SOUZA et al., 2006; SCOTT et al., 2001) e reltnem
fatores que podem estar envolvidos direta ou indiretamente, e concomitantemente
com outras enfermidades, sejam de ordem imunoldgica, sistémica, nutricional,
enddcrina, alérgica (topica, DAP, alimentar), neoplasica, parasitaria ou infecciosa.

O tratamento de piodermatites e infec¢bes otoldégicas com antimicrobianos
tem a finalidade de reduzir o nimero de bactérias, tornando a defesa do hospedeiro
eficaz, pela administracdo de doses adequadas, de maneira que 0S micro-
organismos sejam mortos ou inibidos (FOSSUM, 2001). Ja que na maioria das
enfermidades dermatoldgicas e otolégicas tem-se o envolvimento bacteriano, seja
como causa primaria ou secundaria, o que requer um longo periodo de tratamento
(dias a meses), favorecendo a resisténcia bacteriana através da selecdo natural
(DONLAN, 2001; CIZMAN, 2003). Além disso, outros fatores de resisténcia, como a
ocorréncia de infeccdes reincidivantes associadas com a producdo de biofilme
bacteriano, impede a acdo dos antimicrobianos, por torna-las resistentes as
alteracdes de pH e temperatura (DONLAN, 2001; CIZMAN, 2003; COELHO et al.,
2007).

Outra enfermidade que merece destaque na éarea dermatoldgica, € a
dermatofitose. Nos cées e gatos constituem uma zoonose importante, pelo contato
direto, principalmente com as criancas que Sao susceptiveis a esta enfermidade
(WILLEMSE, 1998; MULLER et al., 1996; COSTA et al., 1994). Embora existam
varios farmacos com acdo antifingica, estes sdo muito restritos, ao se comparar
com o total de farmacos antibacterianos disponiveis, especialmente pela ocorréncia
de efeitos colaterais importantes (toxicos) (NOBRE et al., 2002; LACAZ; NEGRO,
1991). Devido a isso ha a necessidade da pesquisa de novos principios
farmacoldgicos que produzam menos efeitos colaterais.

A utilizacéo indiscriminada de antimicrobianos, subdosagem medicamentosa,
desrespeito aos periodos de tratamento, e a utilizacdo empirica e desnecessaria de
antimicrobianos, tanto na area clinica médica veterinaria como na medicina humana,
tem contribuido para a sele¢do natural de micro-organismos resistentes em uma

rapida velocidade. Neste sentido, ressalta-se Staphylococcus spp. resistentes a
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meticilina (MRS), associado as infec¢des hospitalares em todo o mundo (FAVRE et
al., 2001). O controle de patégenos resistentes as terapias convencionais merece
destaque no tratamento de enfermidades na area de saude publica, englobando,
neste contexto, a saude animal. Desta forma, ha a necessidade da busca por novos
farmacos ou coadjuvantes no tratamento de enfermidades causadas pelos micro-
organismos.

A Caatinga, um bioma do semiarido nordestino brasileiro, possui uma grande
biodiversidade de fauna e flora, apesar de possui apenas 1% de seu territorio
atualmente conservado, especialmente pela conversdo de areas para agricultura e
plantio de pastagens. As previsdes climaticas prevéem aumentos de aridez, o que
pode representar uma ameaca adicional a biodiversidade desse bioma (OLIVEIRA et
al., 2012). Por isso, h4 a necessidade de maiores esforcos na identificacdo de
espécies da vegetacdo da caatinga, assim como a identificacdo farmacoldgica e
atividade biol6gica de principios ativos que possam ser isolados de individuos da

flora nativa ou de areas de transi¢cdo com outros ecossistemas brasileiros.

O acido usnico, isolado do liguen Cladonia substellata Vainio, € um derivado
do dibenzofurano, e tem apresentado uma vasta gama de atividades bioldgicas,
entre elas: atividade antimicrobiana, antifingica, antineoplasica, antiviral, antipirética,
anti-inflamatoria, analgésica, antiprotozoarios, inseticida, hidratante, anti-histaminica
e com atuacdo na protecdo de efeitos nocivos dos raios ultra violeta (UV)
(FOURNET et al.,1997; COCHIETTO et al., 2002; INGOLFSDOTTIR, 2002; FALCAO
et al., 2004; RIBEIRO et al., 2006; HONDA et al., 2010). Embora tenha se mostrado
hepatotoxico quando da sua utilizagdo por via sistémica em humanos, a sua
utilizacdo topica ja ocorre para fins medicinais, produtos de perfumaria e aplicacdes
ecolégicas, com formulacbes em creme, pasta de dente, antiséptico bucal,
desodorantes e produtos de protecdo solar (como principio ativo ou conservante)
(INGOLFSDOTTIR, 2002). Dando indicios da sua promissora utilizagcdo na area
dermatoldgica animal, seja na utilizacdo do extrato bruto organico de C. substellata
ou do &cido usnico purificado, que € encontrado em grande quantidade nessa
espécie e tem demostrado ser o responsavel pela maioria das atividades biolégicas

apresentadas.
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato organico de C. substellata
e do acido usnico purificado sobre Staphylococccus spp. e Microsporum spp. obtidos
de amostras de pele e orelha de cdes e gatos com piodermatite, otite e

dermatofitose.

1.2.2 Objetivos especificos

v Identificar (fenotipica e genotipicamente) os Staphylococcus spp. obtidos
de amostras de pele e orelha externa de cées e gatos atendidos na
cidade de Petrolina e advindos do laboratério de bacteriologia (LABAC) do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade

Federal de Santa Maria;

v ldentificar os dermatéfitos obtidos de amostras de pele de cdes e gatos

com suspeita de dermatofitose atendidos na cidade de Petrolina;
v Verificar e caracterizar a producéo de biofilme nos isolados bacterianos;

v Identificar a presenca dos genes mecA, blaZ e icaD nos isolados

bacterianos;

v' Determinar o perfil de sensibilidade dos isolados de Staphylococcus spp.

frente aos antimicrobianos convencionais;

v' Determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) e a concentragéo
bactericida minima (CBM) do extrato organico de C. substellata e do acido

asnico purificado;

v' Determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) e a concentragdo
fungicida minima (CFM) do extrato organico de C. substellata e do acido

asnico purificado;

v" Avaliar a interagdo do extrato organico de C. substellata e do acido Usnico

purificado com a formacdo do biofime e do biofilme consolidado,
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produzido por isolados de Staphylococcus spp. obtidos de amostras de

orelha e pele de caes e gatos com suspeita de otite e piodermatite.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Piodermatite

Dentre as especialidades veterinarias que atualmente se destacam esta a
dermatologia. Cerca de 20% a 75% dos atendimentos veterinarios realizados em
clinicas e hospitais veterinarios estdo relacionados com enfermidades
dermatolégicas (SCOTT et al., 2001; CARDOSO et al., 2011). Isso se deve
principalmente ao fato de que alteragbes de pele chamam a atencdo dos
proprietarios, fazendo com que se procure auxilio veterinario (SOUZA et al., 2006;
HIL et al., 2006). A dermatite atopica (DA) afeta cerca de 10% da populag¢édo canina
em todo o mundo (HILLIER; GRIFFIN, 2001; SCOTT et al., 2001). As principais
doencas da pele de cédes e gatos em ordem decrescente de ocorréncia Sao:
bacterianas, parasitarias e fungicas (MENESES et al., 2000; CARDOSO et al.,
2011), sendo que as doencas bacterianas da pele em cées estdo entre as mais
frequentes (MENESES et al., 2000; CARDOSO et al., 2011; MULLER et al., 1986).

A microbiota natural da pele é constituida por bactérias residentes, transitérias
e fungos. Nos cées, os géneros ou espécies bacterianas residentes encontradas sdo
Micrococcus spp., S. pseudintermedius, Streptococcus B-hemolitico, Acinetobacter
spp., Clostridium spp. e Propionibacterium acnes. As bactérias transitérias incluem
Corynebacterium spp., Escherichia coli, Bacillus spp., Pseudomonas spp. e Proteus
mirabilis (KAHN; LINE, 2010; SCOTT et al.,, 2001), sendo que as taxas de
colonizagdo de S. pseudintermedius é elevada (HANSELMAN et al., 2009). Nos
gatos a microbiota residente inclui: Micrococcus spp.; estafilococos, especialmente
S. aureus e S. pseudintermedius (SCOTT et al., 2001). Em um estudo realizado por
Sasaki et al. (2005) sobre a producéo de enterotoxinas por cepas de S. intermedius
isoladas de cdes doentes e saudaveis, eles verificaram que a producéo destas foi
significativamente maior em cdes doentes do que em caes saudaveis, demonstrando
0 seu envolvimento na patiogenia do acometimento da pele por estas bactérias.

Com relacdo as causas infecciosas, a piodermite bacteriana causada por S.
pseudintermedius, e outros agentes como S. aureus e S. schleiferi sdo mais
comumente relatadas (HUERTA et al., 2011), sendo que sua frequéncia varia de
75,7% a 91,6% nesta espécie. HaA um consenso entre grande parte dos autores, que

consagra S. pseudintermedius, antes classificado como S. intermedius, como o0 mais
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importante patdégeno nas piodermites superficiais em cades (CARLOTTI et al., 1995;
NELSON; COUTO, 2001; HILL et al, 2006; HAUSCHILD; WOJCIK, 2007;
BANNOEHR et al., 2007).

A piodermatite em cédes é mais comum do que em gatos, devido a baixa
capacidade de aderéncia desses micro-organismos aos cornedcitos dos felinos
(WOOLLEY et al., 2008). No diagnostico de piodermite deve-se primeiro excluir a
demodicose, malasseziose, dermatofitose e outras causas de foliculite (LOEFFLER
et al., 2007). Em caes fundamente-se em sinais clinicos sugestivos como: prurido,
secrecdo purulenta, perda de pelo, em combinagdo, com achados citologicos
compativeis com a infeccdo bacteriana. Como exemplo a presenca de bactérias e
células inflamatérias do tipo polimorfonucleares que se destacam no campo
microscopico observado (SCOTT et al., 1996; GUEDES et al., 1997). Onde o agente
bacteriano invade o estrato corneo e o foliculo piloso, formando pépulas, que se
rompem e formam crostas e colaretes epidérmicos, frequentemente associaodos ao
prurido, devido as enzimas proteoliticas produzidas pelas bactérias (ROSSER,
2004). As lesBes mais antigas costumam evoluir em areas anulares de alopecia e
hiperpigmentacdo (ETTINGER; FELDMAN, 2004).

Para o tratamento eficiente da piodermatite, € preciso identificar sua etiologia.
O isolamento bacteriano pela cultura in vitro pode ser utilizado na identificacdo
desses patdgenos, se tornando uma ferramenta importante para a confirmacdo do
diagnéstico de piodermite em animais de companhia. Os testes sdo mais precisos
quando as amostras sdo obtidas a partir de pustulas intactas ou da ruptura induzida
de lesbes profundas (KAHN; LINE, 2010). A escolha do antimicrobiano a ser
utilizado pode ser guiada pelo teste de sensibilidade aos antimicrobianos, o que
auxilia o tratamento clinico, levando a uma melhora rapida do quadro infeccioso
apos o estabelecimento da terapéutica. Que pode ser realizada topicamente, por via
sistémica ou ainda em combinacdo (PATEL; FORSYTHE, 2010; SCOTT et al., 1996;
GUEDES et al., 1997).

O antibidtico de escolha por via sistémica para o tratamento de caes com
piodermatite € a cefalexina (VITALE, 2009). Nos casos de piodermatite superficial, o
tratamento com antibioticoterapia € indicado, por no minimo 21 dias. E na
piodermatite profunda é recomendado de 28 a 42 dias, com supervisdo veterinaria
(HORVATH, 2007).
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2.2. Otite

A otite € a inflamacéo dos condutos auditivos que pode ter o envolvimento de
numerosos agentes etioldgicos e fatores predisponentes que se relacionam com a
infeccdo em cées e gatos, sendo classificada conforme sua localizacado (SCOTT et
al., 2001; BIRCHARD; SHERDING, 2003; ETTINGER; FELDMAN, 2004). Entre as
causas primarias estdo a atopia, corpos estranhos, hipersensibilidade alimentar,
neoplasias, disturbios da queratinizacdo, distirbios glandulares, infeccdes e
ectoparasitoses (acaros), que sdo os exemplos mais comuns de otite em animais de
companhia, onde os fatores perpetuantes (bactérias, leveduras) sustentam e
agravam o processo inflamatério (SCOTT et al., 1996; YOSHIDA et al., 2002). Entre
0s mecanismos envolvidos nessa enfermidade estéo incluidos também, a ocluséo
do canal audivivo; secrecdo de fatores irritantes; alteragbes do pH do canal e
formacdo do foco da infeccdo (SCOTT et al., 2001; YOSHIDA et al., 2002,
BIRCHARD; SHERDING, 2003; ETTINGER; FELDMAN, 2004).

A otite na forma cronica, onde ha o envolvimento de a0 menos uma causa
primaria e diversas causas perpetuantes e predisponentes, corresponde a até 76,7%
dos casos de otopatias em cées. Nos gatos, a incidéncia é menor, por volta de
quatro por cento, provavelmente devido a posicdo ereta da orelha e do conduto
auditivo relativamente sem pelos (SCOTT et al., 2001; FARIAS, 2002). Estima-se
gue a otite externa afeta entre cinco e 20% da populacdo canina (ETTINGER,;
FELDMANN, 2004) e, que representa de oito a 15% dos casos atendidos na pratica
clinica veterinaria no Brasil (LEITE, 2000), sendo a otite externa cronica,
responsavel por até 76,7% dos casos (FARIAS, 2002). As bactérias que proliferam
em associacdo com a otite externa sao oportunistas e contribuem significativamente
para as alteracdes patologicas, sendo muitas vezes estas a causa principal da
resposta deficiente ao tratamento adotado para a causa primaria (SCOTT et al.,
2001; CARVALHO et al., 2010).

A microbiota normal do conduto auditivo externo canino é constituida por
Staphylococcus spp., Bacillus spp. e Malassezia pachydermatis e altera-se em
otopatas, onde S. intermedius é uma das principais bactérias isoladas (AUGUST,
1993; COLE et al., 1998; LILENBAUM et al., 2000). Podem ainda estar envolvidas
nas otites bacterianas: S. aureus, P. mirabilis, P. aeruginosa, Corynebacterium spp.,

espécies beta hemoliticas de Streptococcus spp. e Escherichia coli. Na infeccéo
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levedural pode-se encontrar: M. pachydermotis e Candida spp. (JUNGERMAN;
SCHWARTZMAN, 1972; BIRCHARD; SHERDING, 2003; TILLEY; SMITH JR, 2003).
O prurido auricular ou sacudidas de cabeca, exsudato e odor caracteristico podem
ser indicativos de otite externa em cdes e gatos, e, pode ainda ser observado
clinicamente: eritema, tumefacdo, formacdo de caspas, crostas, alopecia, pelos
quebrados, otorréia e dor a palpacdo da cartilagem auricular (SCOTT et al., 2001).

O tratamento bem sucedido da otite externa requer a identificacdo e cura da
causa primaria, e, eliminacéo ou controle de fatores perpetuadores e predisponentes
(TILLEY; SMITH JR, 2003). Por isso, a importancia do diagnoéstico laboratorial, com
o isolamento do patégeno envolvido (cultivo microbiolégico) e a identificacdo de
antimicrobianos eficazes (antibiograma), evitando reincindivas e a cronicidade da

otite em animais de companhia.

2.3. Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp., € um coco Gram positivo com arranjos irregulares,
anaeroébico facultativo (fermentativo), catalase positiva, oxidase negativa e imével,
crescendo em agar nutriente e agar sangue. As espécies mais patogénicas sao S.
aureus, S. intermedius e S. hyicus, todos coagulase positiva (QUINN et al., 2002),
sendo que S. aureus, S. intermedius e S. pseudintermedius sdo patégenos
oportunistas em cées (RUSCHER et al., 2009). O S. intermedius teve uma nova
classificacdo como S. pseudintermedius (DEVRIESE et al.,, 2005). Através da
identificacdo molecular demonstrou-se que isolados fenotipicamente identificados
como S. intemedius, consistiam em trés diferentes espécies: S. intermedius. S.
pseudintemedius e S. delphini, que formam o grupo S. intermedius (GSI), onde foi
descoberto que o S. pseudintermedius e ndo o S. intermedius, é o principal agente
envolvido na piodermatite canina (BANNOEHR et al., 2007).

S. aureus produz grande variedade de fatores de patogenicidade e viruléncia,
entre elas as estafiloquinases, hialuronidases, fosfatases, coagulases e hemolisinas
(FORSYTHE, 2002). O MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) € um
patogeno importante na medicina humana e esta despertando interesse na medicina
veterinaria. A resisténcia a metilcilina também pode ser encontrada em S.
pseudintermedius (WEESE; DUIJKEREN, 2010).
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O teste de coagulase esta correlacionado com a patogenicidade do agente
(QUINN et al., 2002), uma vez que a producédo de coagulase livre ou coagulase
ligada (fator clumping) pode estar associada a capacidade de producdo de toxinas
por espécies de estafilococos e, desta forma, pode ser um indicador indireto do
potencial patogénico (SANT ANA; AZEREDO, 2005). S. aureus é naturalmente
encontrado na microbiota da pele e nariz, e é uma das 32 espécies no género
Staphylococcus spp., sendo o principal agente causador de infecgcbes. Foi
descoberto em 1884 por Anton Rosenbach (DEURENBERG; STOBBERINGH,
2008).

As varias espécies do género Staphylococcus spp., Sd0 comumente
encontradas tanto em caes saudaveis como em doentes, podendo causar uma
variedade de infeccbes, incluindo bacteremia, pneumonia, furdnculos, abcessos,
piodermites, conjuntivite e otite externa. S. intermedius é a espécie mais
frequentemente isolada em cédes com otite (LILENBAUM et al., 1998), sendo
também considerado patégeno primario de outras infeccbes em cdes, como a
piodermite. Algumas cepas produzem uma variedade de enzimas extracelulares e
toxinas virulentas que, associadas, podem contribuir para a patogenicidade do
micro-organismo (SASAKI et al., 2005). As infec¢cBes estafilocécicas geralmente sdo
tratadas com antibiéticos, tendo como consequéncia uma consideravel resisténcia
aos mesmos, em longo prazo (HOEKSTRA; PAULTON, 2002).

Ha um crescente interesse no estudo de S. intermedius, em especial, do S.
pseudintermedius, pelo fato de ser o principal agente de piodermite e um dos
principais micro-organismos relacionados a otite canina, sendo descrita
primeiramente em 1976 na pele dos cdes (VANDENESCH et al., 1995). Além disso,
h&4 o potencial zoonotico de cepas de S. intermedius, comumente relacionado a
lesGes invasivas, como mordidas por cées ou cateteres contaminados. Entretanto, é
possivel a infec¢cdo ndo invasiva de S. intermedius a partir de um cdo contaminado
para um ser humano, elevando ainda mais a importancia de um tratamento eficaz
dos cdes com otite e/ou piodermatite, especialmente daqueles em contato proximo
com pessoas imunodeprimidas, muito jovens ou idosos (TANNER et al., 2000). A
transmissao zoondtica e antropozoonoética de S. pseudintermedius pode ocorrer,
sendo uma preocupacado no tratamento de doencas em animais, com enfoque
importante para a saude publica (STEGMANN et al., 2010).



24

2.4. Resisténcia microbiana

O uso indiscriminado de antimicrobianos ocasiona a selecdo de micro-
organismos resistentes entre as populacdes microbianas, impedindo a acao eficiente
de diversos farmacos. A resisténcia aos antimicrobianos varia entre os diferentes
micro-organismos nhas diversas regides do mundo, tendo como exemplo, S. aureus
que apresenta cepas resistentes difundidas mundialmente (TAVARES, 2000). A
crescente preocupagdo com a emergéncia de cepas resistentes, que possam
infectar os seres humanos, esti associada a diversos fatores, tais como: o uso de
farmacos com acao antimicrobiana como promotores de crescimento; a exposi¢ao
ambiental aos antimicrobianos; o contato com animais, em especial, 0os animais de
companhia (cédes e gatos), que sdo vistos como potenciais fontes de disseminacao
de cepas resistentes, entre outros (GUARDABASSI et al., 2004).

As bactérias no geral, incluindo as cepas resistentes, podem colonizar o ser
humano e transferir seus genes de resisténcia a outras bactérias da microbiota
normal desses individuos. Apesar de nao se definir claramente em qual extensao o
uso de antimicrobianos em animais contribui para a resisténcia bacteriana, na
medicina humana, ja existem evidéncias de que estas cepas possam circular do
animal para o ser humano, e também para o meio ambiente (CIZMAN, 2003).

Um dos tipos de resisténcia desenvolvida pelas bactérias Staphylococcus
spp., é a resisténcia ao grupo dos B-lactamicos, que se iniciou antes da existéncia
do primeiro antibimicrobiano desta classe: a penicilina (ABRAHAM; CHAIN, 1940).
Existem dois mecanismos conhecidos. Um deles é a produgdo de B-lactamases
pelas bactérias, enzimas que catalizam a hidrdlise dos B-lactamicos (FUDA et al.,
2005), destruindo o local onde os antimicrobianos B-lactamicos se ligam as proteinas
de ligacdo de penicilina bacteriana (Penicilin Biding Protein - PBPs), impedindo a
atividade antimicrobiana (OLIVEIRA, 2011).

Estas enzimas sdo codificadas em cromossomos ou  sitios
extracromossémicos contidos em plasmideos ou transposons, podendo ser
produzidas de modo constitutivo ou serem induzidas. A resisténcia de S. aureus a
penicilina € mediada por uma B-lactamase induzivel, codificada por plasmideo.
Comercialmente, foram desenvolvidos [B-lactamicos capazes de se ligarem
irreversivelmente as [B-lactamases, inibindo o seu efeito. Estes compostos (acido

clavulanico, sulbactam, tazobactam) foram combinados com as penicilinas para
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restaurar a atividade da B-lactamases em estafilococos e sao utilizados usualmente
tanto na clinica médica como veterinaria (OLIVEIRA, 2011). A primeira B-lactamase
foi identificada em Escherichia coli antes do langamento da penicilina para uso na
medicina humana (ABRAHAM; CHAIN, 1940).

O outro mecanismo de resisténcia dos Staphylococcus spp. ao grupo dos -
lactamicos, é a resisténcia a meticilina, que acontece por meio da expressdo de
proteina de ligacdo de penicilina 2a (Penicilin Biding Protein — PBP2a), que néo é
susceptivel a inibigdo por B-lactamicos (FUDA et al., 2005), por possuir baixa
afinidade & PBP2a. Esté proteina € altamente conservada entre os estafilococos, e é
codificada pelo gene cromossémico mecA (NIEMEYER et al., 1996), localizado no
interior da  cassete mével cromossémico SCCmec (DEURENBERG;
STOBBERINGH, 2008 ).

A resisténcia dos micro-organismos ao grupo dos B-lactamicos esta ligada
principalmente ao produto dos genes: mecA e blaZ. O gene mecA ¢é responsavel
pela codificacdo da PBP alterada, denominada de PBP2a, que tem uma reduzida
afinidade aos B-lactamicos (BIGNARDI et al., 1996), e o gene blaZ tem como
mecanismo de resisténcia a codificagdo da enzima B-lactamase ou penicilase,
responsaveis pela hidrolise do anel B-lactamico (LI et al., 2007).

A modificacdo das PBP’s, sintetizadas pelo gene mecA, é um dos principais
mecanismos de resisténcia descritos (AARESTRUP et al., 2001). O MRSA
(Staphylococccus aureus resistente a metilcilina) contém a capacidade de
resisténcia aos macrolidos, aminoglicosideos, lincosamida, tetraciclina e outros
antimicrobianos (SABET et al., 2006), e é resistente a meticilina devido a aquisicédo
dos elementos SCCmec (HIRAMATSU, 1995), que transporta oS genes mecA
(KATAYAMA et al., 2000), sendo que existem varos tipos de elementos SCCmec,
entre eles, os tipos I, I, e lll (HIRAMATSU et al., 2001).

O principal determinante para o fenétipo de MRSA, é 0 gene mecA, cujo
controle transcricional pode ser mediado por um repressor (mecl) e um
sensor/indutor (mecR1). A inducdo de mecl-mecR1, mediada por mecA pode levar
varias horas tornando as cepas sensiveis fenotipicamente, apesar da presenca do
gene de resisténcia. Por esta razéo, tem sido proposto que a resisténcia total ao [3-
lactamicos requer um sistema nao funcional mecl-mecR1 regulamentar. O gene
mecA € incorporado em um cassete cromossOmico (0 elemento SCCmec) onde

varios tipos estruturais tém sido descritos. Alguns clones de MRSA, tipicamente
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expressando resisténcia aos B-lactamico, transportam elementos SCCmec que
contém um locus intacto de mecl-mecR1 (eg SCCmec tipos Il e Ill) (OLIVEIRA,
2011).

Segundo Varaldo (1993), além desses mecanismos de resisténcia, deve-se
levar em consideracdo o fendbmeno conhecido como "Borderline oxacilin-resistant
Staphylococcus aureus” (BORSA), que estd associado a varios mecanismos de
resisténcia na mesma bactéria, como a alteracéo do receptor PBPs, a hiperproducao
de B-lactamases (penicilinases), e a producdo de B-lactamases para além do
classico penicilinase (meticilinase). Perillo et al. (2012) destacaram, em seu trabalho,
a importancia das cepas BORSA no estudo da resisténcia bacteriana, com destaque
para a saude publica e medicina veterinaria. Isto também requer um estudo
aprofundado, a fim de aumentar a compreensdo desse fendmeno e desenvolver
respostas mais eficazes no controle bacteriano.

Na medicina veterinaria, as causas mais comuns de tratamento com
antimicrobianos em cées e gatos sdo: piodermites, infecgcdes no trato respiratério,
urinario, gastrointestinal e otite canina (GUARDABASSI et al., 2004), que sdo em
sua maioria tratadas empiricamente, sem a confirmacéo do tipo de agente envolvido,
resultando em uma ma utilizacdo dos antimicrobianos e ineficiéncia dos mesmos a
longo prazo, tanto na medicina veterinaria como na humana, j& que ambas

compartilham do uso de muitos principios farmacoldgicos.

2.5. Formacéo de biofilme bacteriano

O biofilme é um agregado de micro-organismos envolvidos em uma matriz
polimérica, com estrutura porosa e altamente hidratada, aderidos a uma superficie
sélida (LAWEWNCE et al., 1991). A formacéo do biofilme proporciona as bactérias
protecdo contra a desidratacdo, colonizacdo por bacteriéfagos, fagocitose e também
favorece a resisténcia aos antimicrobianos (GILBERT et al., 2003; ZHAO et al.,
2008).

A producdo de exotoxinas e proteinas de superficie, e a formacdo de
complexos multicelulares altamente organizados
(biofilme) sdo cada vez mais aceitos como um dos fatores de viruléncia importantes
para Staphylococcus spp. (CUCARELLA et al., 2001, 2004; VASUDEVAN et al.,
2003). Entre o género Staphylococcus spp., S.aureus, S. epidermidise
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S. saprophyticus, apresentam maior potencial patogénico e capacidade de producéo
e formacgéo de biofilme (MCKENNY et al., 1998; MARTINEAU et al., 2001; JAGER et
al., 2005).

Uma série de métodos fenotipicos foram desenvolvidos para o cultivo e
quantificacdo de biofilme, mas o teste em microplaca de poliestireno com cristal de
violeta, permanece sendo o mais utilizado (DEIGHTON et al. 2001, STEPANOVIC et
al., 2007). Varios genes foram descritos como contribuintes para a producédo de
biofilme em varias espécies (VUONG et al., 2000; ARCIOLA et al., 2001,
VASUDEVAN et al., 2003; KIMBERLY, 2004) e a deteccéo destes pode ser realizada
pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

O conjunto de genes mais estudados e utilizados para identificacdo de
Staphylococccus produtores de biofilme € o locus ica (intercelular adhesion) e, a co-
expressao do gene icaD, que esta inserido nesse locus, e € fundamental para a
sintese completa do muco presente no biofilme. Este locus € um conjunto de quatro
genes organizados em um operon (icaADBC) que é responsavel pela expresséo de
uma adesina intercelular polissacaridica (exopolysaccharide intercellular adhesin -
PIA), ou de N-acetilglicosamina polimérica (poly-N-acetylglucosamine - PNAG), onde
a co-expressao dos genes icaA e icaD sao fundamentais para a sintese completa da
formacéo do biofilme (O’'GARA, 2007).

A PIA tem sua localizac&o na superficie celular, e € mediada por produtos dos
genes cromossOmicos ica que correspondem a quatro genes de adeséo intercelular,
icaA, icaD, icaB e icaC, e um gene regulador icaR organizados em uma estrutura de
operon, envolvidos na producao deste polissacarideo. Esses genes codificam quatro
proteinas necessarias para a sintese do PIA que séo, icaA, icaD, icaB e icaC,
respectivamente (ARCIOLA et al., 2001; CONLON et al., 2002; CAFISO et al., 2004,
FITZGERALD et al., 2005). A expressdo do gene ica esta envolvida nas diversas
etapas da formacéo do biofilme, e € um importante fator de viruléncia, sendo um dos
mais estudados e utilizados para identificacdo de isolados de Staphylococcus spp.
produtoras de biofilme (O’'GARA, 2007).
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2.6. Dermatofitose

A Dermatofitose € uma micose que acomete as camadas superficiais da pele
sendo causada por fungos dermatofitos do género Microsporum spp., Trichophyton
spp. e Epidermophyton spp. (JUNIOR et al., 2000). E ocorre, via transmisséo direta
de esporos infecciosos de um hospedeiro suscetivel, tendo como reservatorio,
pessoas, animais e ambientes contaminados (MORIELLO, 2004).

Esses fungos pertencem ao reino Fungi, filo Mycota. Quando na forma
assexuada ou imperfeita sdo classificados na classe Deuteromycota, género
Epidermophyton spp., cuja diferenciacdo € realizada de acordo com a forma dos
macroconidios. Os dermatoéfitos em estado sexuado ou perfeito, pertencentes a
classe Ascomycota, estdo reunidos nos géneros Nannizzia e Arthroderma, que séo
formas perfeitas dos géneros Microsporum spp. e Trichophyton spp. (MACIEL,;
VIANA, 2005). Os dermatdfitos mais frequentes isolados de animais sdo M.
audounii, M. canis, M. gypseum, T. tonsurans, T. mentagrophytes, T. rubrum e T.
shoenleinii e sdo divididos em trés grupos com base no habitat natural: geofilico,
zoofilico e antropofilico (JUNIOR et al., 2000).

Alguns fungos presentes na pele de animais de companhia podem ser
transmitidos ao homem e sdo responsaveis por micozoonoses superficiais. Os
gatos, cdes e alguns roedores estdo comumente envolvidos. O M. canis e T.
mentagrophytes sdo os dois fungos encontrados em maior frequéncia ocasionando
estas enfermidades (NOEL et al., 2011). Outros grupos também implicados na
etiologia das dermatofitoses sdo o T. equinum e T. verrucosum, e também a espécie
geofilica de M. gypseum (CHERMETTE et al.,, 2008). Os dermatofitos zoofilicos
frequentemente causam menor reacdo inflamatoria nos animais do que os fungos
geofilicos e antropofilicos (ARANTE et al., 2003). Pouco se sabe sobre a
fisiopatologia da infeccdo (VERMOUT et al., 2008), mas acredita-se que enzimas
proteoliticas sdo os principais fatores envolvidos na invasdo do estrato corneo da
pele (MONOD, 2008).

A infecccdo ocorre quando da exposicdo do animal a um dermatdfito, seja
pelo contato direto com outro animal ou pela contaminacdo ambiental. Ela vai
ocorrer, pela ruptura mecénica do estrato corneo, facilitando a penetracdo e invasédo
dos foliculos pilosos anagénicos. O pelo entdo € invadido tanto nas infeccdes

ectotrix, como nas endotrix. A inflamacdo cutanea ocorre em virtude das toxinas
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produzidas no estrato corneo da pele, que acabam provocando uma dermatite de
contato. Os fatores do hospedeiro nas infec¢ges pelos dermatéfitos ainda ndo estéo
bem documentadas, entretanto, a capacidade destes fungos em montar uma
resposta inflamatéria desempenha um papel critico na determinacdo do tipo de
lesbes clinicas produzidas e na resolucdo da infeccdo. Geralmente as infecgbes
dermatofiticas em cées e gatos sadios sao autolimitantes (SCOTT et al., 1996).

Héa casos em que, a infeccdo por dermatofitos pode resultar em um quadro de
hipersensibilidade, com o aparecimento de lesdes vesiculares, onde as pustulas
podem ser formadas nos foliculos pilosos, aparecendo em varias partes do corpo,
como parte da reacdo alérgica geral, resultando da propagacdo hematdgena dos
fungos ou de seus produtos. Estas leses ndo contém o micro-organismo, sendo
assim denominadas de dermatofitides. Invasores secundarios bacterianos tais como
S. aureus sao comuns (CARTER, 1988). A ocorréncia de dermatofitos em caes com
dermatopatias diversas varia de 12,5% a 24,6% (AL-DOORY et al.,, 1968; BONE;
JACKSON, 1971; PINARD et al., 1987). Sendo que a prevaléncia € maior em climas
tropicais (MORIELLO et al., 1995).

Segundo Machado et al. (2004), a prevaléncia das dermatopatias, distribuidas
por grupos de doencas foi de 7,6% como causa fungica por dermatdéfitos na
avaliacdo de 250 amostras de pele de cées, e destas, 73,7% tinham como agente
etiolégico M. canis e 26,3% M. gypseum. Os autores observaram pouca ou
nenhuma inflamagédo ou prurido em infeccbes por M. canis, ao passo que T.
mentagrophytes e M. gypseum produziram prurido e inflamacdo moderada
(FENNER, 2003).

Em cées, no exame clinico de enfermidades dermatologicas, € comum
apresentar areas anulares classicas de alopecia, crosta, caspa, papulas ou pustulas
foliculares; ja nos felinos ocorre com maior frequéncia areas irregulares ou anulares
de alopecia com ou sem caspa. Também os pelos aparecem quebrados e
desgastados, a hiperqueratose folicular pode resultar em comeddes, a alopecia pode
ser grave e disseminada, acompanhada de pouca evidéncia de inflamacao (SOUZA
et al., 2002; CAVALCANTI et al., 2003; MENDOZA et al., 2009; BOND, 2010). A
enfermidade varia desde infec¢cdes agudas autolimitantes, podendo haver cura
espontanea, até quadros crdnicos que persistem por meses ou anos (MACIEL;
VIANA, 2005).
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No tratamento de dermatofitose devem ser utilizados antifingicos sistémicos,
pela alta densidade de pelos e pela possibilidade de insercéo destes organismos
nos foliculos pilosos, associado a agentes topicos, que se faz eficaz inclusive na
reducdo de contagio direto entre animais e para o ser humano (MULLER et al.,
1986). Segundo Moriello (2004), existem cerca de 17 estudos que informam sobre a
eficacia da griseofulvina, itraconazol, terbinafina, ou lufenurdo isoladamente ou em
combinagdo com outras terapias no tratamento sisttmico de dermatofitose e trés
trabalhos que relatam a eficiéncia na utilizacdo de vacinas na prevencao e
tratamento de infec¢Bes fungicas em animais de companhia.

O tratamento de todos os cdes e gatos em contato com o animal infectado e o
tratamento do ambiente € muito importante para a resolucdo da enfermidade
(SCOTT et al., 1996). Os principais agentes antimicéticos utilizados em doencas
fungicas superficiais e sistémicas sdo: os imidazéis (cetoconazol, miconazol,
clotrimazol e enilconazol) e os triazois (itraconazol e fluconazol); e entre os
antifangicos utilizados, esta a griseofulvina, alilaminas (terbinafina) e benzoilfenilurea
(lufenuron) (MACIEL; VIANA, 2005).

No tratamento topico, 0s agentes antimicGticos mais comumente encontrados
em cremes e pomadas incluem o clotrimazol (1%), econazol e miconazol (1-3%)
(NOBRE et al, 2002) e em solu¢gdes de xampus, 0 cetoconazol 2%, miconazol 2%,
enilconazol 0,2% e clorexidina 2-4% (LOPEZ et al., 2002). Além de xampus com
peréxido de benzoila (2,5 a 5%) e polivinilporrolidona-iodo (1%) (ANDRADE, 2002).
O tratamento deve ocorrer por duas semanas apés a remissao dos sinais clinicos ou
até que duas ou trés culturas flingicas sejam negativas no intervalo de duas
semanas, uma vez que a cura clinica sempre precede a cura micolégica (MACIEL;
VIANA, 2005).

Existem outros tratamentos, que utilizam a terbinafina (alilaminas), um
farmaco altamente lipofilico de ac&o fungicida, por via oral, na dose 8,25mg/kg para
cées e gatos, a cada 24 horas. O lufenuron, uma droga utilizada na prevengéo e no
controle de pulgas, mas que também possui atividade antifungica, na dose de 80-
I00mg/kg a cada 24 horas em caes. Também preconizada no tratamento da
dermatofitose em gatos sintomaticos e carreadores assintomaticos, onde a dose
deve ser ajustada para 120mg/kg, com quatro repeticées durante 21 dias (MACIEL;
VIANA, 2005).
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A vacina Biocan M®, é composta por M. canis inativado e pode ser utilizada
tanto na prevencdo da dermatofitoses como no seu tratamento. A prevencao € feita
com a aplicacdo da vacina em duas doses com intervalos de 14 a 21 dias a partir
dos trés meses de idade e reforco anual. No tratamento sao feitas trés doses, sendo
a primeira no dia 0 (zero), a segunda aos 14 dias apos a primeira aplicacéo e a
terceira dose 24 dias ap6s a segunda aplicagdo. A via de administracao € injetavel, a
dosagem é de 1ml para cdes e gatos, sendo a via subcutanea para gatos e
intramuscular para os caes. A terceira dose fica a critério do médico veterinario,
dependendo da evolugéo do quadro clinico do animal (LOPES, 2009).

Os testes fungicos, como o cultivo fangico, sdo muito importantes no
diagnoéstico das dermatofitoses, que podem sofrer regressdo espontanea de meses
a anos, necessitando de tratamento agressivo e longo nos casos crénicos (ARANTE
et al.,, 2003; SCOTT et al.,, 2001). Na identificacgdo macroscopica das colénias
isoladas de M. canis, elas apresentam coloracdo branco castanho e verde amarelo
na area periférica, com superficie da coldnia frequentemente com aparéncia de
lanugem irradiada e o lado inferior das colonias € frequentemente amarelo-ouro ou
marrom (ASH; ORIHEL, 1990; DE LA MAZA et al.,, 1999). Na identificacdo
microscoépica, com a coloracdo com azul de lactofenol, os macroconidios de M. canis
aparecem em forma de espiga ou fusiformes com a parede espessa, irregulares e
rugosas, contendo de cinco a 15 células, medindo de 5um a 20um por 10um a
100um, com extremidades caracteristicas em forma de macaneta, e as hifas sao
septadas (RIDDELL, 1950; DE LA MAZA et al., 1999).

J4 M. gypseum, apresenta uma superficie branco-castanho, bordas brancas
tipo estrela rompida e uma aparéncia acamurcada, com areas de coloragédo
vermelho-marrom, comuns no lado inferior, sendo que as colénias crescem
rapidamente (ASH; ORIHEL, 1990; DE LA MAZA et al.,1999). Na coloracido com azul
de lactofenol, os macroconidios de M. gypseum apresentam forma elipsoide ou
fusiforme com uma parede irregular e delgada, contendo quatro a seis células,
medindo de 7um a 15um por 30pum a 60um. O sitio de ligagdo das hifas €
usualmente plano, enquanto que a extremidade distal € mais arredondada. As hifas
sdo septadas e o microconidio tem uma forma de clava ou bastdo, mas esta
caracterisitca ndo é util para a diferenciacdo de outros fungos que produzem
estruturas similares (RIDDELL, 1950; DE LA MAZA et al., 1999).
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A eficacia do tratamento da dermatofitose dependera de diagnostico prévio,
com identificacdo do género e espécie determinante da doenca, e da indicacao
correta de um farmaco eficiente (SILVA et al., 1998). Como as dermatofitoses sao
infeccbes contagiosas com elevada prevaléncia na América Latina (BETANCOURT
et al.,, 2009) e caracterizadas como zoonoses, nao é raro observar animais, mas
também o homem atingido por estas enfermidades (PINHEIRO et al.,, 1997),
enfatizando, assim, a importancia do diagnostico preciso, de medidas profilaticas e

do tratamento correto a fim de se evitar tais infeccdes.

2.7. Alternativas antimicrobianas

Uma das principais preocupacfes mundiais € o uso indiscriminado de
antimicrobianos e, consequentemente, o0 aumento da resisténcia bacteriana
(CASTRO et al., 2002), que tem sido atribuida a uma combinac&o de caracteristicas
microbiolégicas. Esse fato torna necessario o emprego prudente dos farmacos
antimicrobianos existentes, e o desenvolvimento da pesquisa, incluindo novos
principios ativos, vacinas e alternativas de tratamento (COHEN, 1992).

A Caatinga é um bioma semiarido do nordeste do Brasil, com uma rica
biodiversidade, embora ocorra uma méa conservacdo ambiental, com menos de 1%
do territério em conservacao. Além de previsfes climaticas que preveem aumentos
de aridez, que podem representar ameacas adicionais a biodiversidade do bioma
Caatinga (OLIVEIRA et al., 2012). As plantas medicinais encontradas na vegetacéo
da caatinga possibilitam a descoberta de novos farmacos e isto tem estimulado o
estudo do conhecimento local desses recursos naturais (ALMEIDA et al., 2012).

A fitoterapia € uma terapia medicinal que vem crescendo notadamente nos
ultimos anos, e também tem sido considerada uma terapia alternativa (YUNES et al.,
2001; CANTER; ERNST, 2004; TINDLE et al., 2005; SILVA et al., 2006; BROWNIE,
2006; CARVALHO et al., 2008; VEIGA-JUNIOR, 2008). O uso dos fitoterapicos no
Brasil esta em expansao, fazendo do mesmo um mercado promissor (CARVALHO et
al., 2008). No entanto, o Brasil ndo tem uma atuacéo destacada no mercado mundial
de fitoterapicos, ficando inclusive atras de paises menos desenvolvidos
tecnologicamente. Esperar-se-ia que ele fosse um pais privilegiado, por sua extensa
e diversificada flora e um grande numero de grupos de pesquisas (YUNES et al.,
2001). Entre eles: Canter e Ernst (2004), Ribeiro et al. (2005), Tindle et al. (2005),
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Turolla e Nascimento (2006), Silva et al. (2006), Brownie (2006), Carvalho et al.
(2008), Veiga-Junior (2008), entre outros, que tém contribuido significativamente
para o0 desenvolvimento da quimica de produtos naturais de plantas, da
guimiotaxonomia, da farmacologia de produtos naturais e outras areas relacionadas
tecnologicamente.

Estes produtos naturais podem ser tao eficientes quanto aos produzidos pela
sintese quimica. Contudo, a transformacdo de uma planta em um medicamento
deve visar a preservacdo da integridade quimica e farmacolégica do vegetal,
garantindo a conservacdo de sua acdo biolégica e a sua seguranca de utilizacéo,
além de valorizar seu potencial terapéutico. Para atingir esses objetivos, a producéo
de fitoterapicos requer, necessariamente, estudos prévios relativos aos aspectos
botanicos, agronémicos, fitoquimicos, farmacoldgicos, toxicologicos, de
desenvolvimento de metodologias analiticas e tecnologicas (MIGUEL; MIGUEL,
1999; YUNES et al., 2001). O desenvolvimento da industria de fitoterapicos no Brasil
€ de fundamental importancia, devido aos recursos humanos e tecnolégicos
envolvidos e disponiveis no Pais (YUNES et al., 2001).

A atividade antimicrobiana de liqguens, ou de seus compostos isolados, tem
sido estudada h& muitos anos. Os primeiros estudos foram iniciados por Burkholder
et al. (1944), e foi seguido por varios pesquisadores, principalmente com o
isolamento do &cido Usnico e caracterizacdo de sua atividade antimicrobiana
(CARRAZZONI, 1975; HUOVINEN; AHTI, 1986; AHTI et al., 1993; LAUTERWEIN et
al., 1995; HONDA; VILEGAS, 1998; YANO-MELO et al.,, 1999; DONLAN, 2001,
FALCAO et al., 2004; RIBEIRO et al., 2006; MOURA et al., 2008), utilizando
espécies de liquens presentes no bioma da Caatinga brasileira e de areas de

transicao.

2.8. Cladonia substellata Vainio

A C. substellata (Figura 1 e 2) é um liquen encontrado em diversos
continentes do mundo, inclusive no nordeste do Brasil. E um organismo simbiético,
composto por um fungo (micobionte) e uma ou mais algas (fotobionte) (NASH,
1996), produtores de metabdlitos secundérios, denominados substancias liquénicas,
também conhecidas como &cidos liquénicos. Atualmente, sabe-se que se trata de

derivados fendlicos e carboidratos exclusivos, sendo que estes metabdlitos sdo os
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principais responséaveis por grande parte de sua bioatividade (FALCAO et al., 2004).
As substancias ativas sdo em geral depsideos, depsidonas e &cidos Usnicos, dentre
outras classes de compostos, alguns, ainda, ndo identificados (RIBEIRO, 2006).

As substancias liquénicas sdo pouco eficientes contra bactérias Gram-
negativas e eficientes contra as Gram-positivas, inibindo seu crescimento por
produzir substancias com propriedades antimicrobianas, que podem variar
qualitativa e quantitativamente em uma mesma espécie, dependendo das condi¢cdes
ambientais (FALCAO et al., 2004; RIBEIRO et al., 2006). C. substellata, encontrada
no nordeste do Brasil, em areas de transi¢cdo da Caatinga com o cerrado brasileiro, é
conhecida por ter a maior concentracdo de &cido Usnico entre os liquens, com 98%
da sua constituicdo quimica, representando 7,3% do peso seco do talo (HUOVINEN;
AHTI, 1986; AHTI et al., 1993; YANO-MELO et al., 1999).

UFPE/2013).

2.9. Acido Usnico

O acido usnico, o [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8,9b-dimetil- 1,3-(2h,9bH)-
dibenzofurano] (C18H1607) com peso molecular de 344,4 g/mol, ocorre na natureza
em duas formas enantiomeéricas (+) e (-), as quais dependem da projecédo do grupo
metila angular localizado na posicdo do carbono quiral 9b (Figura 3). E um
constituinte abundante em diversos géneros de liquens filogeneticamente distintos,
tais como Usnea, Cladonia, Cetraria, Ramalina e Parmelia (VENKATARAMANA,;
KRISHNA, 1992; MULLER, 2001; COCHIETTO et al., 2002; INGOLFSDOTTIR,
2002; CARVALHO et al., 2005). Foi isolado pela primeira vez de Ramalina calicaris,
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de Usnea barbata e de outras espécies de liguens em 1834 (ROCHLEDER et al.,
1996).

COCHs
Fig. 3- Modelo estrutura do acido Usnico (PEREIRA, 1998).

E um pigmento amarelo cortical encontrado somente em liqguens (CARVALHO
et al., 2005), com ponto de fusdo em torno de 203°C, de forte carater hidrofébico,
insolivel em agua e glicerol, parcialmente solivel em etanol e facilmente solivel em
éter quente, acetona, benzeno e cloroférmio, um composto derivado do metabolismo
secundario liquénico que desempenha importante papel biolégico, conferindo aos
liqguens protecdo contra micro-organismos invasores, raios UV e ressecamento
(COCHIETTO et al., 2002).

Das classes de compostos de baixo peso molecular, derivados de liquens, o
acido Usnico tem sido mais extensivamente estudado (MULLER, 2001). Sua
utilizacdo atualmente ocorre para fins medicinais, produtos de perfumaria e
aplicacBes ecoldgicas, com formulacdes em creme, pasta de dente, antisséptico
bucal, desodorantes e produtos de proteccdo solar, seja como principio ativo ou
conservante (INGOLFSDOTTIR, 2002). Do ponto de vista econémico, deve ser
destacado o papel dos liguens como alimento de animais, na fabricacdo de bebidas
fermentadas (costume praticado até o século XIX, principalmente na Suécia e na
Russia, na fabricacdo de aguardente). Também como veneno (acido vulpinico e
acido pinastrico) e pela sua acdo farmacoldgica, com destaque para a propriedade
antimicrobiana. E pode, ainda, ser destacado por sua utilizacdo em perfumarias
(largamente utilizado na formulacdo de Chipes e dos chamados perfumes orientais),
sendo a Franca o principal produtor, como tanantes (no curtimento de peles) e pelas
propriedades tintoriais (CARRAZZONI, 1975).

Por ser considerado um agente antimicrobiano, € constituinte de diversas

preparacdes farmacéuticas, tais como: dentifricio, colutério, Ovulos vaginais,
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antitranspirante e desodorante; em cépsulas como suplemento dietético -
LipoKinetix®, atualmente fora do mercado devido a hepatoxicidade (MOURA et al.,
2008).

O acido usnico que esta presente no liqguen C. substellata, € um derivado do
dibenzofurano, e tem apresentado uma vasta gama de atividades biologicas, entre
elas: atividade antimicrobiana; antifingica; antineoplasica; antiviral; antipirética; anti-
inflamatoria; analgésica; antiprotozoarios; inseticida; hidratante; anti-histaminica, e,
atua também na protecao contra raios UV (FOURNET et al.,1997; COCHIETTO et
al., 2002; INGOLFSDOTTIR, 2002; FALCAO et al., 2004; RIBEIRO et al., 2006). Ele
apresenta atividade antimicrobiana, em particular contra Streptococcus mutans,
agente etioldgico de caries e periodontites (MOURA et al., 2008).

Lauterwein et al. (1995) demonstraram que metabdlitos secundarios de
diferentes espécies de liquens foram inativos contra bactérias Gram-negativas e
fungos; entretanto, possuiam atividade inibitéria contra S. aureus, Enterococcus
faecalis, E. faecium e algumas bactérias anaerdbicas como Bacteroides spp. e
Clostridium spp. Segundo Gupta et al. (2012), o L-(—)acido usnico exerce atividade
antibacteriana contra MRSA, pela ruptura da membrana celular (CARDARELLI et al.,
1997; HONDA; VILEGAS, 1998).

Dentre os efeitos toxicos descritos para o acido Usnico, esta a interferéncia
nos processos de fosforilacdo oxidativa (HONDA; VILEGAS, 1998). Estudos
demonstraram que o acido Usnico pode fazer com que ocorra 0 desacoplamento da
fosforilagdo oxidativa mitocondrial por meio de suas propriedades lipofilicas (ABO-
KHATWA et al., 1996). Sabe-se, também que esse acido atua sobre o metabolismo
do DNA (acido dexorribonucleico) em células animais inibindo a fusdo nuclear,
apresentando também atividade anti-histaminica, espasmolitica e antiviral (HONDA,;
VILEGAS, 1998). Aléem disso, em baixas concentracfes exibe a capacidade de
estimular o metabolismo celular (CARDARELLI et al., 1997). Vicente (1975) associou
a atividade antimicrobiana das substancias liquénicas pela alteracdo da
permeabilidade das paredes celulares bacterianas, e segundo Vicente e Cifuentes
(1981), o acido usnico pode reagir de maneira preferencial com compostos quimicos
das paredes celulares de bactérias Gram-positivas, justificando um dos mecanismos
antimicrobianos que podem estar correlacionado a esse grupo bacteriano.

Os efeitos deletérios do &cido Usnico em células de mamiferos tém sido

relatados, por inibicdo da proliferacdo celular e citotoxicidade causado em cultura de
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queratinécitos (KUMAR; MULLER, 1999). O tratamento de ratos com &cido Usnico
inibiu a proliferacdo de eritrocitos policrométicos, possivelmente por interferir na
biossintese de RNA (acido ribonucleico) (AL-BEKAIRI et al., 1991). Mesmo
apresentando diversas atividades biologicas, a utilizacdo do &acido Usnico na
terapéutica é limitada devido a propriedades fisico-quimicas desfavoraveis, como a
sua baixa solubilidade e, especialmente, a sua hepatotoxicidade quando ingerido por
via oral em mamiferos (ANDRADE et al., 2006; ROACH et al., 2006).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968432804001507#bib15
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Isolados bacterianos

O estudo foi realizado com 136 isolados de Staphylococcus spp. (Tabela 1)
oriundos de amostras de piodermite e otite de cdes e gatos provenientes das
cidades de Petrolina (Pernambuco), Erechim (Rio Grande do Sul), Santa Maria (RS),
Santa Cruz do Sul (RS) e Cacapava do Sul (RS), obtidos entre 1990 e 2012.

Tabela 1 — Resenha dos isolados de Staphylococcus spp. obtidos de piodermatite e
otite em cédes e gatos nos estados de Pernambuco (PE) e Rio Grande do Sul (RS).

Origem clinica

d Espécie Animal Amostra Cidade/ Estado de Periodo de
as amostras
() (n) (n) coleta coleta

Pele/ Caes? (76 amostras) 75  Petrolina (PE) 2011 a 2012
Piodermatite 01  Santa Maria (RS) 1991
(86)

Gatos® (10 amostras) 10  Petrolina (PE) 2012
Orelha Caes (49 amostras) 24  Petrolina (PE) 2012
external/otite 23  Santa Maria (RS) 1990 a 1995
(50) 01  Santa Cruz do Sul (RS) 1990

01  Cacgapava do Sul (RS) 1990
Gatos (01 amostra) 01  Petrolina (PE) 2012

Total: 136 Staphylococcus spp.

1. nimero total de amostras obtidas, de acordo com a origem clinica, 2. espécie Canis familiaris, 3.
espécie Felis domesticus.

Dos 136 isolados de Staphylococcus spp., 110 foram coletadas em Petrolina
(PE) e obtidas junto a clinicas particulares e ao Hospital Veterinario da UNIVASF,
por meio de swabs estéreis em meio Stuart modificado sob refrigeracdo, e foram
encaminhadas no prazo de 24horas, ao laboratério de Microbiologia e Imunologia
Animal, do Campus de Ciéncias Agrarias da UNIVASF (Petrolina/PE), no periodo de
2011 a 2012.

Os outros 26 isolados foram cedidos pelo Laboratorio de Bacteriologia
(LABAC) do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade

Federal de Santa Maria, sendo que as amostras foram provenientes das cidades de
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Santa Maria (RS), Santa Cruz do Sul (RS) e Cacapava do Sul (RS), obtidas entre os
anos de 1990 e 1995. No LABAC as amostras foram identificadas, liofilizadas,
refrigeradas e encaminhadas para Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal

do Campus de Ciéncias Agrarias da UNIVASF no ano de 2011.

3.2. Material liquénico

O extrato orgéanico do liquen C. subtellata e o &cido Usnico purificado, foram
cedidos pela Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). C. substellata foi
coletada sobre solos arenosos de tabuleiros costeiros do municipio de Mamanguape
da Paraiba, area de tabuleiro costeiro nordestino, e identificada através das
caracteristicas morfoloficas e quimicas de seu talo. Em seguida, foram obtidos
extratos organicos, bem como foi isolado e purificado o &cido Usnico no laboratério
de Produtos Naturais da UFPE.

3.3. Preparacao do extrato organico de C. substellata e isolamento do

acido usnico

A partir de 20g do talo liqguénico seco foram obtidos extratos organicos por
sistema de esgotamento a temperatura ambiente (28 + 3 °C), seguindo a série
eluotrépica éter, cloroférmio e acetona. O material foi triturado em almofariz e
extraido com 100ml de éter etilico em agitacdo por 1h, sendo em seguida mantido
em repouso por 24h a 6°C. Apés esse periodo, o material foi filtrado e o residuo
extraido com 0 mesmo volume de cloroférmio. Em seguida, apos filtracdo, o residuo
foi novamente extraido com acetona, sob as mesmas condi¢des. Os extratos foram,
entdo, evaporados a temperatura ambiente e mantidos em dessecador até peso
constante (NOBREGA et al., 2012). O &cido usnico foi isolado e purificado pelo
método de re-cristalizacdo a partir do extrato seco de éter etilico (PEREIRA, 1998),
no Laboratério de Produtos Naturais da Universidade Federal de Pernambuco —
UFPE.
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3.4. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O extrato etéreo, cloroférmico e aceténico foram submetidos a cromatografia
ascendente em placas de silica gel 60 F254+366 (Merck) com 20x20cm, sendo
desenvolvidas nos sistemas de solventes A (tolueno/dioxano/acido acético, 180:45:5
v/v) e B (hexano/éter etilico/acido férmico, 130:80:20 v/v), segundo Culberson
(1972). As bandas obtidas foram visualizadas sob luz UV a 254nm e 366nm. As
cromatoplacas foram entédo reveladas com H,SO,4 a 10% e aquecidas a 100 °C por
10 min. As bandas evidenciadas foram comparadas por meio de reacdo de
coloracdo e valores de Rf (Fator de Retencéo), com os padrées de acidos Usnico,

estictico e nortistico aplicados como referéncia.

3.5. Identificacdo bacteriana

3.5.1. Identificacdo morfoldgica e bioquimica

Os isolados bacterianos, obtidos de amostras de piodermatite e otite de cées
e gatos pertenciam a bacterioteca do Laboratorio de Microbiologia e Imunologia
Animal da UNIVASF, no campus da fazenda experimental, Petrolina (PE). As
amostras foram semeadas em agar sangue a 5%, com o auxilio de uma alca de
platina e depois levadas para a estufa a 37°C. A leitura das placas foi realizada em
24h e 48h, e os agentes bacterianos identificados por meio de caracteristicas
morfolégicas coloniais, bioquimicas (Manitol Semi Sélido, Glicose Semi Soalida,
Purple Agar Base Maltose, urease, catalase, oxidase, Dnase e coagulase com
plasma de coelho em tubo) e tintoriais (coloracédo de Gram) (QUINN et al., 2005),
onde a habilidade na producédo da enzima coagulase dividiu os estafilococos em dois
grupos, os coagulase positivos e coagulase negativos (ZIEBUHR et al., 2006).

3.5.2. Identificagcdo molecular

Para a identificacdo molecular primeiramente o DNA bacteriano foi extraido e
purificado seguindo adaptaces dos protocolos descritos por Wade et al. (2005) e
Ausubel et al. (1989). Uma algcada de cultivo de cada isolado foi colocada em 300pl

de TE (Tris-EDTA), e inativadas por calor (10min- 80°C) em banho seco. Em
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seguida, acrescentou-se 70ul de SDS 10%, com posterior adicdo de 100ul de NaCl,
5M e 80ul CTAB/NaCl. Essa solucao foi incubada a 65°C por 10min. Depois foram
adicionados 700ul de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), com homogeneizagéo por
inversao e centrifugacdo a 11.750g por 5min. Apds, foi feita a transferéncia da 12
fase para outro tubo e foram acrescentados 450ul de isopropanol, deixando em gelo
por 20 minutos, com centrifugacdo a 11.750g por 15min, desprezando o
sobrenadante e acrescentando 500ul de etanol 70%, com centrifugacédo a 11.7509g
por 10min. Desprezou-se o0 sobrenadante, secou-se o0 pellet em temperatura
ambiente que em seguida foi ressuspendido em 80ul de TE (pH 8,0), deixando-o a
65°C por 1 minuto. O armazenamento foi realizado a -20°C.

Na caracterizacdo molecular de S. aureus foi identificado pela presenca do
gene nuc (279pb) com os iniciadores: F - 5-GCGATTGATGGTGATACGGTT-3' e R-
5-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3' (KATEETE et al., 2010). Quatro
microlitros do DNA molde ndo quantificado, extraido dos isolados bacterianos, foi
adicionado em 11ul de mix contendo, 0,66uM de cada um dos iniciadores, 0,4mM de
dNTPs, tampdo de enzima 1X diluido, 2mM de MgCl, e 1,5U de Taq DNA
polimerase. As amplificacdes foram realizadas em termociclador (AMPLITHERM
Plus-TX96+G), com desnaturacao inicial a 94°C por 5min, seguida por 37 ciclos,
consistindo, cada uma de 94°C por 1 min; hibridacdo do iniciador a 55°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 1 min, seguidos por uma extenséo final a 72°C por
sete minutos (adaptado de KATEETE et al., 2010).

S. epidermidis foi identificado pelo fragmento de 130pb do gene rdr, com 0s
iniciadores: SERF 5-AAGAGCGTGGAGAAAAGTATCAAG-3 e SERR
5TCGATACCATCAAAAAGTTGG3 (SHOME et al., 2011). Cinco microlitros do DNA
molde ndo quantificado, extraido dos isolados bacterianos, foram acrescidos em
20ul de mix contendo, 0,5uM dos iniciadores, 0,4mM de dNTPs, tampéo de enzima
1X diluido, 1,5mM de MgCl, e 2,5U de Taqg DNA polimerase. As amplificacdes foram
realizadas em termociclador (AMPLITHERM Plus-TX96+G), com desnhaturacao
inicial a 94°C por 5 min, seguida por 30 ciclos, consistindo cada um de uma
desnaturacdo a 94°C por 30 segundos; hibridacdo do iniciador a 60°C por 30
segundos e extensao a 72°C por 45 segundos, seguidos por uma extensao final a
72°C por 10 minutos (adaptado de SHOME et al., 2011).

Os produtos foram acrescidos de 5ul de tampéao de carregamento de DNA e o

resultado da PCR foi verificado em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de
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etidio e documentado por meio do sistema de captura de imagem Kodak
Digitalscience 1D. Como controle positivo das reacdes, foram incluidos S. aureus
ATCC 25923 (nuc) e S. epidermids ATCC 12228 (rdr) e 4gua livre de nucleases

(controle negativo).

3.6. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

3.6.1. Teste fenotipico

O perfil de sensibilidade dos micro-organismos foi determinado por meio do
método de difusdo em disco Kirby-Bauer modificado (BAUER et al., 1966). Os
isolados foram semeados em caldo Muller-Hinton e incubados a 37°C até obtencéo
de turbidez de 0,5 da escala Mac Farland. Com auxilio de um swab, os isolados
foram semeados em placas de Petri contendo agar Muller-Hinton. Logo apoés, foram
aplicados os discos impregnados com as seguintes grupos/drogas antimicrobianas:
i) beta lactamicos: ampicilina (AMP 10ug), penicilina (PEN Oug), amoxicilina com
acido clavulanico (AMC 30ug) e oxacilina (OXA 1pg); ii) aminoglicosidios:
estreptomicina (EST 10ug) e gentamicina (GEN 10pg); iii) quinolonas: enrofloxacina
(ENO 5pg); iv) macrolideos: eritromicina (ERI 15ug); v) sulfonamidas: sulfametaxona
(SUT 25ug); vi) tetraciclinas: tetraciclina (TET 30ug); vii) cefalexinas: cefalexina
(CFE 30pg), cefalotina (CFL 30ug), ceftriaxona (CRO 30ug); viii) lincosamidas:
clindamicina (CLIND 2ug); ix) alfenicais: cloranfenicol (CLO 30ug) (OLIVEIRA et al.,
2004). As placas foram incubadas em estufa durante 24h a 37°C. Apos a leitura dos
halos, foi determinado o perfil de sensibilidade dos isolados, obedecendo a
classificacdo: Sensivel, Intermedidrio e Resistente de acordo com o documento
M31-A3 (CLSI, 2008). O indice de Resisténcia Mltipla aos Antimicrobianos (IRMA)
foi calculado conforme metodologia descrita por Krumperman (1983), sendo este
indice determinado pela relagdo entre o numero de antimicrobianos que a amostra
foi resistente e o numero total de antimicrobianos do grupo dos [-lactamicos

testados.
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3.6.2. Teste genotipico

A confirmacdo molecular da presenca de genes ligados a fatores de
resisténcia ao grupo dos antimicrobianos B-lactamico ocorreu pela amplificacdo de
parte dos genes mecA e blaZ. Na amplificacdo do gene mecA foram utilizados os
iniciadores F-5-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3’ e R-5"-
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3" (COELHO et al., 2007), que amplificaram uma
regido de 217pb. Na amplificacdo do gene blaz foram utilizados os iniciadores F-5"-
AAGAGATTTGCCTATGCTTC-3° e R-5- GCTTGACCACTTTTATCAGC-3’
(SAWANT et al., 2009) que amplificaram um fragmento de 517pb.

Como DNA molde foram utilizados 4ul do DNA néo quantificado, extraido dos
isolados bacterianos como descrito no item “identificagcdo bacteriana/identificacao
molecular”. Para a amplificagdo do gene mecA, ao DNA foram acrescidos 0,4uM de
cada iniciador, 0,4mM dos desoxirribonucleotideos, tampé&o de enzima 1X diluido, 2
mM MgCl, e 1,5U de Tag, em um volume final de 15ul. Esta reacéo foi levada ao
termociclador (AMPLITHERM Plus-TX96+G) e submetida a desnaturacao inicial a
94°C por 1 min, seguida por 15 ciclos, que consistiram de uma desnaturacao inicial a
94°C por 30 segundos, 68°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, 72°C por 30
segundos, seguidos por mais 20 ciclos, constituidos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 60°C, 30 segundos a 72°C e uma extensao final a 72°C por 2 minutos
(adaptado de COELHO et al., 2007). Para amplificacdo do gene blaZ, ao DNA foram
acrescidos 0,4uM de cada iniciador, 0,4mM dos desoxirribonucleotideos, Tampé&o 1X
diluido, 2mM de MgCl, e 1,5U de Taqg, em um volume final de 15ul. A reacao foi
conduzida ao termociclador (AMPLITHERM Plus-TX96+G) e submetida a
desnaturacao inicial a 94°C por 4min, seguida por 30 ciclos, consistindo de 94°C por
1 minuto, 50,5°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, uma extenséao final a
72°C por 5 minutos (SAWANT et al., 2009).

Os produtos foram analisados em gel de agarose 1,5%, corado com brometo
de etidio e documentado por meio do sistema de captura de imagem (Kodak
Digitalscience 1D) (adaptado de COELHO et al., 2007 e SAWANT et al., 2009).
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3.7. Caracterizacdo da producdo de biofilme em isolados de
Staphylococcus spp.

3.7.1. Caracterizacao fenotipica da producéo de biofilme bacteriano

A andlise quantitativa da formacao de biofilme em microplacas de poliestireno
de 96 pocos dos 136 isolados de Staphylococcus spp., foi realizada pelo método
proposto por Merino et al. (2009) com algumas modificacbes. Na caracterizacéo
fenotipica para formacdo de biofilme, os isolados de Staphylococcus spp.,
previamente identificados e refrigerados, foram semeados em soja agar tripticos
(TSA) e incubados a 37°C por 24 horas. As colbnias isoladas foram inoculadas em
3ml de caldo de tripticase de soja (TSB) até turvacdo de 0.5 MacFarland e
incubadas a 37°C por 24 horas.

Apés esta etapa, 5ul foram repassados para placas de microdiluicdo contendo
195ul de TSB e novamente incubados a 37°C por 24 horas. Posteriormente, foram
lavadas trés vezes com 200ul de agua destilada e deixadas secar em temperatura
ambiente (TA). As placas foram ent&o, coradas com 100pl de cristal violeta 0,25%
por 2min a 3min em TA e em seguida ocorreram trés novas lavagens com agua
destilada. Para dissolver o corante, utilizando-se 200ul de élcool-acetona (80:20). A
absorbancia foi medida em leitora de placa de ELISA e mensurada com filtro de
620nm.

Todas as andlises foram realizadas em triplicata, bem como os controles
positivo e negativo. Como controle positivo foi utilizado uma cepa padrédo de S.
aureus (ATCC 25923) anteriormente caracterizadas genotipicamente para producao
de biofilme. ApdGs a leitura, as amostras foram classificadas em quatro categorias:
nao aderente (0): quando a DO (densidade 6ptica) obtida for menor que a DO do
controle negativo (DOc); fracamente aderente (+): DOc < DO < 2x DOcg;
moderadamente aderente (+ +): 2x DOc < DO < 4x DOc e fortemente aderente (+ +
+): 4xDOc < DO. Todos os ensaios foram repetidos trés vezes (adaptado de
MERINO et al., 2003).
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3.7.2. Caracterizacdo genotipica da producéo de biofilme bacteriano

Para a amplificagcdo do gene icaD, utilizou-se os iniciadores: ICADF (5’AAA
CGT AAG AGA GGT GG3’) e ICADR (5°GGC AAT ATG ATC AAG ATA C3’) e que
amplificaram um fragmento de 381pb (VASUDEVAN et al., 2003). A reagado constou
de 1,33mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs, 1uM de de cada iniciador, 1,5U de Taq
polimerase e 2ul de DNA extraido conforme descrito no item ‘“identificagdo
bacteriana/identificacdo molecular’, em um volume final de 15ul. Esta reagéo foi
levada ao termociclador (AMPLITHERM Plus-TX96+G) e submetida a desnaturacao
inicial a 94°C por 2min, seguida por 30 ciclos constituidos de 2min a 94°C, 45
segundos a 92°C e 1 min a 72°C e uma extenséo final a 72°C por 7min. Os produtos
foram analisados em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio e
documentado por meio do sistema de captura de imagem (Kodak Digitalscience 1D)
(adaptado de VASUDEVAN et al.,, 2003). Como controle das reacfes, foram
incluidos S. aureus ATCC 25923 (controle positivo) e agua livre de nucleases

(controle negativo).

3.8. Determinacdo da atividade antibacteriana do extrato organico de C.

substellata e do acido Usnico frente Staphylococcus spp.

Foi realizada a determinagéo da atividade antibacteriana in vitro do extrato
organico de C. subtellata e do &cido Usnico purificado, frente aos 136
Staphylococcus spp. isolados neste trabalho, com a determinagéo da concentracao
inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM), baseadas no
documento CLSI, (2010), utilizando-se as seguintes concentragbes: 0,25mg/ml;
0,125mg/ml; 0,0625mg/ml; 0,0312mg/ml; 0,0156mg/ml; 0,0078mg/ml; 0,0039mg/ml e
0,0019mg/ml, em triplicata, seguindo o documento M100-S20 (CLSI, 2010).

Obteve-se uma suspensao bacteriana com turvagao equivalente a turbidez de
0,5 da escala de Mc Farland, a partir do inéculo cultivado em agar Muller-Hinton.
Apés diluicdo dos extratos a concentracdo de 0,50mg/ml estes foram diluidos em
200puL (1:2) de caldo Muller-Hinton (MH). Desta suspenséao, foi inoculado 10uL
(1x10*UFC/ml) em cada microtubo contendo a diluicdo do extrato. O material foi
incubado a 37°C/24h, em condi¢Oes de aerobiose e na sequéncia foi determinada a
CIMsy e CIMjq0, considerando a inibicdo visual parcial e total do crescimento
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bacteriano. A partir das diluicbes onde nao foi verificado crescimento bacteriano
visivel foi retirada uma aliquota de 10pl, e semeada na superficie de agar MH sendo
incubanda por 24h a 37°C. Na sequéncia, foi determinada a CBM como a menor
concentracdo do extrato em estudo capaz de causar a morte do micro-organismo

testado. Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos trés vezes.

3.9. Interacdo do extrato organico de C. substellata e do acido usnico

puirificado com o biofilme bacteriano consolidado

Foram avaliados 19 isolados de Staphylococcus spp. previamente identificados
como produtores de biofilme. A formacdo de biofilme em microplacas foi obtida a
partir da incubacdo de 100ul da suspensédo bacteriana (inéculo) em cada poco da
placa contendo 96 pocos, por 24 h a 37°C. Em seguida, os pocgos foram lavados trés
vezes com agua destilada, e entdo acrescidos de 100ul do extrato organico de C.
substellata e do acido Uusnico purificado na concentragdo de 0,25mg/ml,
concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano de todas as 136
Staphylococcus spp. testadas (CIMigo € CBMig). A densidade 6tica (DO) foi
determinada imediatamente apdés a adicdo do extrato (Oh) e 24h depois. A
interferéncia do extrato no biofilme consolidado foi definida pela equacdo: DOgp
média /DOy, média x 100 (Adaptado de Nostro et al., 2007). Os ensaios foram

realizados em triplicata e repetidos trés vezes.

3.10. Interagdo do extrato orgéanico de C. substellata e do acido usnico

purificado com o biofilme bacteriano em formacéo

A concentracao de 0,25mg/ml de extrato organico de C. substellata e do acido
asnico purificado (concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano das 136
Staphylococcus spp. testadas na CIMigo € CBMjqp), foi utilizada sobre o biofilme em
formacado. Este ensaio foi realizado em microplacas. Os indculos bacterianos foram
cultivados em 10ml de TSB com 1% de glicose a 1%, por 24h a 37°C, sendo 100l
acrescidos nos pocos da placa, que previamente havia sido adicionada 100ul do
extrato e 100ul de meio de cultura nos controles. Apds 24h de incubacédo a 37°C, as
placas foram submetidas a coloracdo por violeta de genciana. A eficacia do extrato

em interferir com a formacéo do biofilme foi definida pela equacdo: DO média dos
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pocos tratados/DO média dos pocos controle x 100 (adaptado de Nostro et al.,
2007). Foram avaliadas 19 amostras de Staphylococcus spp. produtoras de biofilme,
coletadas de amostras de piodermatites de cées (16) e gatos (03) no periodo de
2011 a 2013 na cidade de Petrolina, quanto a interacdo do biofilme consolidado com
0 extrato organico da C. substellata e do acido usnico purificado na concentragcédo de

0,25mg/ml. Os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos trés vezes.

3.11. Identificacédo fungica

O cultivo fungico foi realizado a partir de 85 amostras (Tabela 2) de pelo
coletadas das bordas de lesGes de pele de cdes e gatos com suspeita clinica de
dermatofitose, atendidos junto ao Hospital Veterinario da UNIVASF e clinicas
particulares de Petrolina (PE), no periodo de 2011 a 2012 e encaminhadas,
imediatamente, até 24h para Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal do
Campus de Ciéncias Agrarias da UNIVASF.

Os pelos dos animais foram submetidos ao exame direto, em microscopio
optico, utilizando KOH a 20%, para observar a existéncia de eventuais alteracdes
(pelos com dilatacbes e irregularidades, bem como a presenca de artroconideos),
com posterior semeadura das amostras em placas de Petri com meio agar
Sabouraud e/ou meio batata dextrose agar (BDA) a temperatura de +25°C, pelo
periodo de sete a 30 dias. A identificacdo ocorreu por meio da macromorfologia, com
avaliacdo da pigmentacéo, textura, consisténcia e forma do verso e reverso das
colbnias desenvolvidas, da velocidade de crescimento das mesmas (ASH; ORIHEL,
1990) e através do microcultivo em lamina. O isolamento das culturas fungicas
identificadas foram coradas com o corante azul de lactofenol, e a observagao das
estruturas fungicas foi realizada através da microscopia Optica, seguindo a
metodologia de Riddel (1950).

Tabela 2— Amostras de pelo (n=85) da borda de lesdes de pele oriundas de cées e
gatos com suspeita clinica de dermatofitose na cidade de Petrolina (PE).

Espécie Animal Amostra (n?) Periodo
Cées? 75 2011 a 2012
Gatos? 10 2012

ni: nimero de amostras, 2espécie Canis familiaris, 3espécie Felis domesticus.
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3.12. Determinacado da atividade antifungica frente ao extrato orgéanico
de C. substellata e ao &cido usnico purificado

Para a determinacédo da atividade antifiingica in vitro do extrato organico de C.
subtellata e acido Usnico purificado, foram utilizadas duas amostras M. canis e trés
amostras M. gysepum. Uma amostra de M. gypseum foi coletada de um gato e as
outras amostras foram obtidas de caes. A determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) foi feita de acordo com o
documento M38-A (CLSI, 2005), utilizando as concentragdes no intervalo de
25mg/ml a 0,0000059mg/ml (1:2) em triplicata.

ApoOs a diluicdo do extrato organico e do acido usnico purificado em
dimetilsulféxido de qualidade analitica (DMSQO) e RPMI-1640 (1:50), a concentracao
de 25mg/ml foi diluida em 200uL (1:2) em microplaca de 96 pocos em meio RPMI-
1640 de acordo com a metodologia descrita no documento M38-A (CLSI, 2005), na
qual foi adicionada o inéculo.

Na preparacédo do inoculo, foram utilizadas para obtencdo de uma suspensao
em Solucdo Salina, colénias desenvolvidas em Meio Agar Saboraud, com turbidez
de 0,5 da escala Mac Farland. Destas, foram inoculados 10pL (5x10* UFC/ml) em
cada poco da microplaca, contendo a diluicdo do extrato organico e do acido Usnico
purificado. O material foi incubado de 25° a 35°C/5 dias, em condi¢cfes de aerobiose
e na sequéncia foi determinada a CIMsy e ClMjgo, considerando a inibicdo visual
parcial e total do crescimento fangico. A partir das diluicbes que nao se identificou
crescimento fangico visivel, retirou-se uma aliqguota de 10ul, semeando-se na
superficie de agar Saboraud e incubando por cinco dias a +25°C. Na sequéncia, foi
determinada a CFM, como a menor concentracdo do extrato em estudo capaz de

causar a morte do inéculo. Os ensaios foram realizados em triplicata (CLSI, 2005).

Como controle positivo foi utilizado o in6culo em meio RPMI-1640, como
controle de diluente foi utilizado o DMSO a 1% (sem a droga) em meio RPMI-1640 e
como controle negativo o meio RPI-1640. Para controle da viabilidade do in6culo
turvado na solucdo salina, 10uL também foram inoculados em placa de Petri
contendo meio agar Saboraud, onde foi observado o crescimento dos indculos nas

mesmas condi¢des da CIM (+25°/5 dias).
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3.13. Anédlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste exato de Fisher para a
andlise da correlacdo entre a producéo de biofilme e a presenca do gene icaD e da
relacdo entre a presenca ou auséncia do gene blaZ quanto a resisténcia e
sensibilidade aos antimicrobianos betalactamicos (ampicilina, penicilina,
amoxacilina+clavulanato e oxacilina) (REIS, 2003). O teste de Wilcoxon foi utilizado
para diferencas entre pares ordenados, na comparacdo do efeito antimicrobiano do
extrato organico de C. substelatta e do &cido usnico purificado (SAMPAIO, 2007).
Todas as andlises foram feitas utilizando o Software Estatistico R (R CORE TEAM,
2012).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Origem das amostras

Dos 110 isolados de Staphylococcus spp. obtidos de amostras de caes e
gatos com suspeita clinica de otite e piodermatite em Petrolina (PE), 11 foram de
gatos, sendo 10 de animais sem raca definida (SRD) e um isolado de uma amostra
de um gato da raca angora. Dos isolados de amostras de cédes, 77 isolados foram de

cées de raca (Figura 4) e 22 isolados de caes SRD.
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Fig. 4 - Ocorréncia de ragas caninas com suspeita clinica de piodermatite e otite
atendidos na cidade de Petrolina (PE), 2011-2012.

Neste trabalho, das 21 racas avaliadas com suspeita clinica de piodermatite e
otite, a ocorréncia destas enfermidades foi maior na raca Poodle (18%), seguida
pelas ragas Shitzu (13%) e Yorkshire (8%). Nos trabalhos de Santos (2007), Oliveira
et al. (2005), Leite (2000) e Nobre et al. (2002) eles também encontraram uma
ocorréncia maior de otite canina na raca Poodle, o que pode estar relacionada a
fatores anatdbmicos da orelha externa nesta raca (fatores predisponentes), pela
presenca de pelos e menor ventilagdo auricular, assim como causas alérgicas (raca
com maior predisposicdo), que pode ter o envolvimento de piodermatites e otites

secundariamente.
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Na avaliacdo da faixa etaria dos animais acometidos com piodermatite e otite,
foram distribuidos em trés grupos: animais jovens (até um ano de idade), animais
adultos jovens (de um a quatro anos de idade) e adultos e senis (acima de quatro

anos) (Figura 5).

47%

38%

15%

atéum ano ladanos acimade 4 anos

Fig. 5 - Distribuicdo por idade dos 110 casos de otite e piodermatite
em cées e gatos atendidos em Petrolina (PE) — 2011/2012.

Com relacédo a faixa etaria, 47% (52/110) dos animais avaliados possuiam
entre um e quatro anos (adultos jovens), valor semelhante ao apresentado no
trabalho de Oliveira et al. (2005), com 48,4% de ocorréncia em animais acometidos
com otite até quatro anos de idade. Santos (2007) relatou um envolvimento maior de
otite canina em animais com a faixa etaria maior que cinco anos, o que reforca o
envolvimento neste traballho de enfermidades que acometem cées jovens (de um a
guatro anos), entre elas as causas alérgicas, que acometem varias espécies, entre
elas, Poodles e Shitzus, que apresentaram maior ocorréncia de otite e piodematite
no presente trabalho.

Dos 110 isolados de Staphylococcus spp. obtidos de amostras de caes e
gatos, 56 isolados foram de machos e 54 de fémeas, ndo havendo diferenca
significativa entre os sexos com relacdo ao acometimento por piodermatite ou otite.
Santos (2007) observou uma maior ocorréncia de otite canina em caes do sexo

masculino (62,4%), mas nao correlacionou qual o fator envolvido.
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4.2. Identificac&o bacteriana

Dos 136 isolados de Staphylococcus spp., 110 isolados foram obtidos na
cidade de Petrolina (PE) e 26 isolados foram cedidos pelo LABAC (UFSM). Sendo
identificadas como cocos Gram positivos, catalase positiva e oxidase negativa.
Destes, 116 isolados foram coagulase positivas e 20 foram coagulase negativas.

Com a utilizacédo dos testes bioquimicos, foi possivel identificar 70 isolados de
S. aureus, 11 isolados de S. intermedius, 46 Staphylococcus spp. cagulase positiva

e 20 Staphylococcus coagulase negativa (Figura 6).

70

46

S.aureus S.intermedius Scp* SCN*

Fig. 6 — Identificacdo de Staphylococcus spp. utilizando os testes
bioquimicos: Manitol Salt Agar (MSS), Glicose Salt Agar (GSS),
Parpura Agar Base (PAB), Urease e Dnase.* SCP: Staphylococcus
Coagulase Positiva. *SCN: Staphylococcus Coagulase Negativa.

Na identificacdo genotipica, com a utilizacdo da técnica de PCR para analise
dos genes nuc e rdr, relacionados a identificacdo da espécie de S. aureus e S.
epidermids, respectivamente, 119 isolados foram identificadas como sendo S.
aureus, e os 136 isolados foram negativas para o gene rdr na identificacdo da
espécie de S. epidermidis, restando cinco isolados de Staphylococcus coagulase
positiva e um isolado de coagulase negativa sem identificacdo de espécie.

Dos 119 isolados identificados como S. aureus na PCR, pela deteccéo do
gene nuc, 18 foram coagulase negativa e seis foram DNase negativa nos testes

bioguimicos, impossibilitando a identificagdo dos mesmos como sendo S. aureus,
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utilizando apenas os testes bioquimicos mencionados. Dessa forma, demonstrando
a maior sensibilidade e especificidade da técnica de PCR na identificacdo de S.
aureus em comparacgao aos testes bioquimicos utilizados.

Dentre os 136 isolados de Staphylococcus spp., 87,5% foram identificadas
como sendo S. aureus e 8% foram identificadas como sendo S. intermedius.
Segundo Frank et al. (2003), S. aureus é predominante nos seres humanos,
enquanto que S. intermedius e S. schleiferi sdo predominantes em cées. O que n&o
foi encontrado nesse trabalho que teve como espécie predominante em
piodermatites e otites de pequenos animais, S. aureus. Dos 50 isolados de otite, 49
foram obtidas de cées, e destes, 6% foram S. intermedius e o restante S. aureus, 0
gue ndo concorda com os resultados de Cole et al. (1998) e Lilenbaum et al. (2000)
que demonstraram S. intermedius como uma das principais bactérias isoladas de
otopatias em caes.

A transmissdo zoonotica de cepas de Staphylococcus spp. em animais de
companhia para o homem ja é descrita na literatura (TANNER et al., 2000; CIZMAN,
2003; KIKUCHI; OHSHIMA, 2004; OLIVEIRA et al., 2005), o que possibilita que
também possa ocorrer uma migracao bacteriana inversa, do homem para o animal,
em virtude da proximidade dos animais de companhia com seus proprietarios, o que
poderia justificar a ocorréncia de S. aureus nas amostras obtidas de piodermatite e
otite em animais de companhia neste trabalho. Na possivel transmissao zoondética
cruzada dessas cepas, deve-se levar em consideracdo a ocorréncia de cepas de
MRSA, pois este fato requer uma monitoracdo nos perfis de isolamento e
susceptibilidade aos antimicrobianos, tanto na pratica veterinaria como na medicina
humana (OLIVEIRA et al., 2005).

Dos S. aureus identificados na PCR, 15% foram negativos no teste de
coagulase, o que segundo Koneman et al. (1997) é possivel, pois raras cepas de S.
aureus podem ser coagulase negativa. Seis dos isolados de S. aureus identificados
na PCR foram negativos no teste de DNase, o que também foi relatado por Rao et
al. (2002) e Kateete et al. (2010). Para os outros testes bioquimicos ultilizados:
manitol semi soélido, glicose semi solida, purple agar base maltose, urease, catalase
e oxidase, ndo houve divergéncia de resultados quando comparados com O0s
resultados da PCR, para identificacéo de S. aureus.

A técnica de PCR foi mais sensivel e especifica na identificacdo de S. aureus

(com amplificacdo do gene nuc), quando comparada aos testes bioquimicos
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utilizados, em especial o teste de coagulase e DNase, na identificacdo de espécies

de Staphylococcus spp.

4.3. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

4.3.1. Teste fenotipico

No teste de sensibilidade aos antimicrobianos (Figura 7), das nove classes de

antimicrobianos testadas (B-lactamicos, aminoglicosidios, quinolonas, macrolideos,

sulfonamidas, tetraciclinas, cefalexinas, lincosamidas e alfenicois), 32% (44/136) dos

isolados foram resistentes a mais de quatro classes de antimicrobianos, 10%

(13/136) isolados foram resistentes a trés classes, 16% (22/136) isolados

apresentaram resisténcia a dois grupos, 19% (26/136) isolados foram resistentes a

um grupo de antimicrobiano e 23% (31/136) isolados foram sensiveis a todos

grupos de antimicrobianos testados.
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Fig. 7- Eficiéncia dos antimicrobianos testados frente aos 136 isolados de
Staphylococcus spp. AMC (30ug): amoxicilina com acido clavulanico, PEN (10ug):
penicilina, AMP (10ug): ampicilina, OXA (1upg): oxacilina, EST (10ug):
estreptomicina, GEN (10ug): gentamicina, ENO (5ug): enrofloxacina, ERI (15ug0):
eritromicina, SUT (25ug): Sulfametaxona, TET (30ug): tetracilcina, CFE (30uQ):
cefalexina, CFL (30pg): cefalotina, CRO (30ug): ceftriaxona, CLIND (2ug):
clindamicina, CLO (30ug): clorafenicol.
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Dos 136 isolados, 70 apresentaram resisténcia a mais de dois
antimicrobianos do grupo dos B-lactamicos (ampicilina, penicilina, amoxicilina com
acido clavulanico e oxacilina) (IRMA > 0,5), 13 isolados apresentaram resisténcia
apenas a penicilina, duas a ampicilina e 51 amostras foram sensiveis a todos os
antimicrobianos testados in vitro. Os isolados apresentaram maior resisténcia frente
aos B-lactamicos, com sensibilidade de 37% (50/136), sendo que dentro deste
grupo, a amoxicilina associada ao clavulanato de potassio e a oxacilina apresentou
eficiéncia superior a 96%.

Por outro lado, os grupos antimicrobianos que apresentaram maior
sensibilidade frente aos isolados testados, foram os alfenicéis, quinolonas e
cefalexinas, com sensibilidade igual ou superior a 80% (109/136) frente aos
Staphylococcus spp. Meng et al. (1998), citaram em seu trabalho que a resisténcia
aos farmacos pode estar relacionada com o uso excessivo de antimicrobianos, o que
pode explicar a alta resisténcia ao grupo dos beta lactamicos, que séo utilizados
rotineiramente na clinica médica veterinaria, tanto em enfermidades que envolvem o
trato respiratério, ortopédico, urinario, respiratério e dermatoldgico.

A baixa resisténcia dos isolados frente as quinolonas também foi descrita em
outros trabalhos (JUNCO; BARRASA, 2002; HOEKSTRA; PAULTON, 2002). Junco
e Barrasa (2002) alertaram que o uso indiscriminado de fluoroquinolonas, em
especial a enrofloxacina, pode resultar em aumento na resisténcia bacteriana.
Quanto a sensibilidade ao grupo das cefalosporinas, resultados semelhantes foram
descritos por outros autores, 0s quais relatam susceptibilidade as cefalosporinas em
mais de 90% das cepas de Staphylococcus spp. isoladas de animais de companhia
(BORNAND, 1992; COLE et al., 1998; OLIVEIRA et al.,, 2006; SANTOS, 2007). A
sensibilidade dos Staphylococcus spp. ao clorafenicol em mais de 80%, tambéem é
relatada por Oliveira et al. (2000) e Batista et al. (1998), jA no trabalho de
Vandzurova et al. (2013) foram descritos isolados de S. nepalensis resistentes ao

clorafenicol.
4.3.2. Teste genotipico
Dos 136 isolados de Staphylococcus spp. avaliados pela PCR, 32% (44/136)

dos isolados foram positivos para o gene blaZ, sendo identificados 40 S. aureus, trés

S. intermedius e um Staphylococcus coagulase positiva (Figura 8). Todos foram
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negativos para amplificacdo do gene mecA. O teste exato de Fisher ndo identificou
correlacéo entre presenca do gene blaZ e a resisténcia in vitro aos antimicrobianos
do grupo betalactamicos (REIS, 2003).

4% 1%
(5/136) _(1/136)
8% (11/136) ___ [

M S. qureus L1 S. intermedius M SCP ESCN

Fig.8- Distribuicdo da presenca do gene blaZz (44/136) nas espécies de
Staphylococcus spp. isoladas de cdes e gatos com suspeita clinica de
piodermatite e otite no estado de Pernambuco e Rio Grande do Sul, 1990-2012.

Nos isolados que foram positivos para o gene blaZ, é possivel a presenca do
mecanismo de resisténcia bacteriano com a produgdo de B-lactamases, enzimas
que destroem hidroliticamente B-lactamicos (FUDA et al., 2005), local onde os
antimicrobianos B-lactamicos se ligam as PBPs bacterianas e que exercem o efeito
antimicrobiano (OLIVEIRA, 2011).

Neste trabalho foi possivel identificar um numero elevado de Staphylococcus
spp., resistentes aos antimicrobianos do grupo B-lactamicos e com a presenca do
gene blaZz, confirmada pela PCR. Valores estes, maiores que os encontrados por
Schlotter et al. (2013), que detectaram 11,1% (21 amostras de isolados de leite
bovino) de Staphylococcus spp. resistentes a penicilina in vitro e positivos na PCR
para 0 gene blaZ. Livorsi et al. (2012) isolaram 77% de S. aureus (corrente

sanguinea humana) resistentes ao grupo dos B-lactdmicos, embora sensiveis a
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meticilina (Methicillin-Sensitive Staphylococcus aureus - MSSA), e que possuiam o
gene blaZ, confirmado pela técnica de PCR.

Dos isolados positivos para o gene blaz, 12 foram sensiveis ao grupo dos [3-
lactamicos in vitro, 32 amostras foram multirresistentes (penicilina e ampicilina).
Destas, uma amostra S. aureus foi resistente também a amoxacilina associada com
clavulanato de potassio, sendo que o &cido clavulanico se liga irreversivelmente as
B-lactamases e inibe o seu efeito (OLIVEIRA, 2011). Isso demonstra a possibilidade
de que outro fator de resisténcia possa estar envolvido além da presenca do gene
blaz e da producdo de B-lactamases. A presenca do gene mecA, também foi
negativa nessa amostra, reforcando envolvimento de outro/outros genes de
resisténcia que ndo incluem o0 gene mecA, bem como outros mecanismos
resisténcia que possam estar envolvidos.

Um dos isolados de S. aureus multirresistentes (positivo para o gene blaZz), foi
resistente a oxacilina in vitro, e negativo para o gene mecA. Embora AARESTRUP et
al. (2001), descrevam que a modificacdo das PBP’s, sintetizadas pelo gene mecA, é
um dos principais mecanismos de resisténcia descritos frente a oxacilina, exitem
outros genes que nado foram avaliados neste trabalho, e que podem ser os
responsaveis pela resisténcia apresentada. Entre eles, a presenca do cassete
cromossdmico SCCmec (HIRAMATSU, 1995), responsavel pelo transporte dos
genes mecA (KATAYAMA et al.,, 2000), e a presenca dos genes mecl-mecR1,
responsaveis pelo controle transcricional de mecA (OLIVEIRA, 2011), entre outros
genes e/ou mecanismos de resisténcia que possam estar envolvidos na resisténcia
a oxacilina encontrada neste trabalho.

Dos 136 isolados, cinco (4%) foram resistentes a oxacilina in vitro, sendo trés
isolados de S. aureus, uma amostra coagulase positiva e uma amostra coagulase
negativa; todavia, nenhuma amostra foi positiva para o gene mecA. Apenas uma
delas foi positiva para o gene blaZ e apresentou resisténcia a todos os grupos de
antimicrobianos testados.

Bemis et al. (2006) compararam alguns testes para determinar a resisténcia a
oxacilina e deteccdo do gene mecA, e tanto para PCR quanto para testes de difuséo
em disco mostraram-se satisfatorios para a determinacao da resisténcia em isolados
de S. aureus obtidos de hospedeiros caninos.

Oliveira (2011) afirmou que MRSA ¢é intrinsecamente uma resisténcia cruzada

a praticamente todos os antimicrobianos B-lactamicos. Neste trabalho, nenhuma das
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amostras que apresentaram essa resisténcia foi positiva ao gene mecA, sugerindo
presenca de outro(s) mecanismos de resisténcia, possivelmente associado com
BORSA, que pode ocorrer pela hiperproducao de beta-lactamases (PERILLO et al.,
2012). Isto pode justificar a resisténcia a amoxacilina associada com clavulanato de
potassio apresentada por uma das amostras de S. aureus.

Os isoados que foram resistentes a oxacilina e foram negativos para o gene
mecA, podem ser produtores de meticillinase, j& que foram inibidos pelo é&cido
clavulanico, ou, ainda, possuir outros fatores de resisténcia, como a presenca de
PLPs mutantes (BORSA), entre outros mecanismos de resisténcia ligados a
oxacilina.

Em outros trabalhos foi relatada a prevaléncia do gene mecA em
Staphylococcus spp. multirresistentes que demonstraram resisténcia in vitro a
oxacilina, sendo de 42% (COELHO et al., 2007), 57,6% (DUIJKEREN et al., 2004), e
99% (GRISOLD et al., 2002). No trabalho de Schlotter et al. (2013) somente quatro
isolados (2,1%), apresentaram a presenca do gene mecA, embora demonstrassem
resisténcia a oxacilina in vitro. Frey et al. (2013) descreveram que 9,7% dos isolados
foram resistentes a oxacilina e essa resisténcia foi atribuida a presenca do gene
mecA, sendo que o mesmo foi detectado em S. fleurettii, S. epidermidis,
S. haemolyticus e S. Xylosus, e a resisténcia a penicilina foi atribuida a presenca do
gene blaZ.

Kawakami et al. (2010) detectaram o gene mecA em 66,5% (113/170) de S.
pseudintermedius e 30,0% (6/20) de S. schleiferi isoladas de caes com pioderma no
Japéao, sugerindo um elevado nivel de resisténcia a meticilina. Ghidini et al. (2011)
em seu trabalho com Staphylococcus spp. isolados de lesdes de pele em cédes na
Italia, encontraram 28 cepas de estafilococos resistentes a meticilina e/ou oxacilina,
com a confirmacao da expresséo do gene mecA em 14 amostras.

Oliveira (2011) afirma uma necessidade de maiores observagbes quanto a
existéncia de fatores ainda néo identificados e determinantes adicionais envolvidos
no controle da transcricdo do gene mecA, apontando para uma revisdo do
mecanismo de mecA regulamentar em cepas de MRSA contemporaneos.

O wuso indiscriminado de antimicrobianos de amplo aspectro de acao
bacteriana, como os B-lactamicos, quinolonas, cefalexinas e sulfas, tanto na
medicina veterinaria como humana, tem se intensificado seja através da

automedicacao frente as farmacias humanas ou na medicina veterinaria com o


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kawakami%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20703027
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direcionamento dos animais aos balcdes agropecudrios, sem supervisdo médica e
médica veterinaria. Por isso, uma preocupacdo maior ao controle de venda de
antimicrobianos na farmacia humana, o que ndo é uma realidade ainda na area
veterinaria, potencializando um namero cada vez maior de bactérias resistentes na
comunidade.

A relacdo de proximidade e intimidade que o homem estabeleceu com os
animais, em especial, os animais de companhia (cdes e gatos), possibilita a
circulacdo de cepas resistentes entre as espécies: humana e animal, fazendo
destes, uma fonte de infeccdo inter e entre espécies. Por isso, a importancia da
prudéncia no uso de farmacos antimicrobianos, tanto na area médica humana
guanto veterinaria. A utilizacdo deve ser sempre realizada sob orientacdo médica e
meédica veterinaria, com o apoio laboratorial, isolamento bacteriano e determinacgéo

da sensibilidade in vitro das bactérias frente aos antimicrobianos disponiveis.

4.4. Caracterizacdo da producdo de biofilme em isolados de

Staphylococcus spp.

4.4.1. Caracterizacdo fenotipica da producdo de biofilme bacteriano

Dentre os 136 isolados avaliados quanto a producdo de biofilme pela técnica
guantitativa da formacdo de biofime em microplacas, 57% (78/136) foram
classificados como fortemente aderentes, 10% (13/136) como moderadamente
aderentes, 16% (22/136) como fracamente aderentes e 17% (23/136) foram
classificados como néo aderentes. A formacao do biofilme proporciona as bactérias
protecdo contra a desidratacéo, colonizagéo por bacteriéfagos, fagocitose e também
favorece a resisténcia aos antimicrobianos (GILBERT et al., 2003; ZHAO et al.,
2008), sendo que 83% das bactérias isoladas foram produtoras de biofilme, e pode
ter nessa caracteristica um mecanismo de resisténcia importante, que impede a
acdo do farmacos utilizados rotineiramente no controle antimicrobiano.

No trabalho de Yeon-Soo et al. (2008) foi destacada a importancia para a
saude publica do envolvimento dos Staphylococcus spp. isoladas a partir de animais
e do ar do ambiente, com capacidade de formacdo de biofilme, principalmente no

controle bioldgico, pela alta capacidade de contaminacao de isolado Staphylococcus
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spp. produtoras de biofilme, oriundos da pele e orelha de caes e gatos em contato

direto com o ser humano.

4.4.2. Caracterizacdo genotipica da producéao de biofilme bacteriano

Os 136 isolados de Staphylococcus spp. foram analisados quanto a presenca
do gene icaD, que pode estar relacionada com a producdo de biofilme, sendo
observadas trés (2%) isolados positivos para o gene icaD, um deles, S. aureus
fracamente aderente no teste fenotipico e dois S. aureus classificadas como
fortemente aderente na andlise fenotipica quantitativa em microplacas de
poliestireno. O teste exato de Fisher ndo identificou correlacdo entre presenca do
gene icaD e a producéo de biofilme pelos isolados de Staphylococcus spp. (REIS,
2003).

Arciola et al. (2001) encontraram a presenca do gene icaD em 61% das 23
amostras de S. aureus isoladas de humanos, niumero maior ao encontrado neste
trabalho. Eftekhar e Speert (2009), relataram que o operon icaADBC, no qual esta
incluso o gene icaD, nao pode ser usado como uma indicacdo para o fenétipo de
biofilme. Uma vez que, as condi¢cdes de crescimento bacteriano desempenham um
papel importante na formacé&o ou nao formacao do biofilme por outros mecanismos
de expressédo PIA, que ndo estdo associados ao gene icaD. Isto pode auxiliar a
justificar os resultados encontrados, onde dos 83% das bactérias apontadas como
produtoras de biofilme, pelo teste de analise quantitativa da formacéo de biofilme em

microplacas, 2% foram positivas para a presenca do gene icaD.

4.5. Determinacdo da atividade antibacteriana do extrato organico de C.

substellata e do acido usnico purificado

A concentracdo de 0,0019mg/ml tanto para o acido usnico purificado como
para o extrato organico de C. substellata, foi a concentragcdo que inibiu o
crescimento da maioria das amostras de Staphylococcus spp. (Figura 9). A
concentracéo inibitdria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM) para
as 136 amostras oscilaram entre 0,25mg/ml-0,0019mg/ml, com uma média de
0,0796mg/ml tanto para o extrato organico de C. substellata como para o acido

asnico purificado, com 100% de atividade antimicrobiana para os 136 isolados.
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Fig. 9 — Comparacdo do efeito antimicrobiano do extrato da Cladonia substelatta
Vainio e do acido Usnico purificado, nas diferentes concentra¢cdes (mg/ml) utilizadas
para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo
bactericida minima (CBM), de acordo com o teste estatistico de Wilcoxon
(SAMPAIO, 2007).

Na comparacao do efeito antibacteriano do extrato organico de C. substelatta
e do &cido usnico purificado sobre o Staphylococcus spp., ndo houve diferenca
significativa, quando da utilizacdo do teste de Wilcoxon (SAMPAIO, 2007). Isto pode
ser explicado pela composicdo do extrato organico de C. substellata, oriundo do
nordeste brasileiro, ter aproximadamente 98% de acido Usnico em sua composi¢ao
(HUOVINEN; AHTI, 1986; AHTI et al., 1993; YANO-MELO et al., 1999) e que
demonstrou ser o principal responsavel pela atividade antimicrobiana encontrada
neste trabalho e também em outros trabalhos (BURKHOLDER et al.,, 1944;
CARRAZZONI, 1975; HUOVINEN; AHTI, 1986; AHTI et al., 1993; LAUTERWEIN et
al.,, 1995; PEREIRA et al.,, 1997; HONDA; VILEGAS, 1998; YANO-MELO et al.,
1999; DONLAN, 2001; FALCAO et al., 2004; RIBEIRO et al., 2006; MOURA et al.,
2008).

Rankovic et al. (2012) testaram a atividade antibacteriana do acido Usnico
comparada a estreptomicina para as bactérias Bacillus mycoides (ATCC 6462), B.
subtilis (ATCC 6633), S. aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922)
e Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), e foi observado que o acido Usnico obteve

uma atividade semelhante ou mais forte do que os isolados testadas com
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estreptomicina. As concentracdes inibitérias minimas frente Staphylococcus spp.
ficaram entre 0,0008mg/ml-0,5mg/ml e frente S. aureus (ATCC 25923) a
concentracdo de 0,125mg/ml, valor que se enquandra dentro da faixa encontrada
neste trabalho que foi de 0,0019mg/ml a 0,25mg/ml (frente os 136 isolados de
Staphylococcus spp. testados).

Manojlovi¢ et al. (2012) determinaram concentragfes inibitérias minimas
contra B. mycoides (ATCC 6462), B. subtilis (ATCC 6633), S. aureus (ATCC
25923), E. coli (ATCC 25922) e K. pneumoniae (ATCC 13883) com valores entre
0,015 mg/ml a 1mg/ml, e também encontrou a concentracdo de 0,125mg/ml para S.
aureus (ATCC 25923). Honda et al. (2010) determinaram como concentracao
inibitéria minima do &cido Usnico contra Mycobacterim tuberculosis, o valor de
0,625mg/ml.

Gupta et al. (2012), determinaram a concentracao inibitéria minima (CIM) do
L-(-)-&cido dsnico contra os isolados clinicos de MRSA, a cepa de
referéncia S. aureus MTCC-96 (SA-96), onde encontrou a faixa de inibicdo de
25mg/ml a 50mg/ml. Esses valores sdo bem maiores do que os encontrados no
presente estudo, e nos trabalhos de Manojlovi¢ et al. (2012) e Honda et al. (2010).

Gupta et al. (2012) demonstraram que a atividade antimicrobiana do &cido
asnico contra MRSA ocorre pela ruptura da membrana celular. Ainda pode
demonstrar que o &cido Usnico € seguro quanto a sua toxicidade, com testes
realizados em camundongos na concentragéo de até 100mg/kg.

Segatore et al. (2012) avaliaram o acido Usnico em combinacdo com
antimicrobianos e observaram o sinergismo do &cido Usnico em associagcdo com a
gentamicina, o antagonismo com a levofloxacina, a indiferenca quando em
associacado com a eritromicina e variabilidade quando associado com a clindamicina
e oxacilina, descrevendo o acido usnico como um bom candidato antimicrobiano,
assim como a sua utilizacdo em combinacdo com outros medicamentos ja utilizados

comercialmente.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22V.+K.+Gupta%22
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4.6. Interagdo do extrato organico de C. substellata e do acido Usnico
purificado com o biofilme de Staphylococcus spp. consolidado, em

formacéo e a suarelacdo com a CIM e CBM

Dos 19 isolados de Staphylococcus spp. produtores de biofilme (Tabela 3),
um isolado foi classificado como Staphylococcus coagulase positiva; dois
Staphylococcus coagulase negativa; dois S. intermedius e 14 S. aureus. Eles foram
avaliados quanto a interacdo do biofilme bacteriano em formacéo e ja consolidado

com o extrato organico de C. substellata e do &cido Usnico purificado.

Tabela 3- Interacdo do extrato organico de Cladonia substellata Vainio e do acido
asnico purificado, com o biofilme em formacé&o e ja consolidado dos Staphylococcus
spp. avaliados, ambos na concentracéo de 0,25mg/ml.

% (n) % (n)
Extrato/Fragéo Inibic&o do biofilme em Inibic&o do biofilme
formacgéo consolidado
Extrato organico 42 (8/19) 47 (9/19)
37(7/19) 58 (11/19)

Acido Usnico

Foi realizada também a determinacdo da atividade antibacteriana (CIM e
CBM) do extrato organico de C. substellata e do acido usnico purificado, frente aos
19 isolados de Staphylococcus spp. produtores de biofilme (um Staphylococcus
coagulase positiva, dois Staphylococcus coagulase negativa, dois S. intermedius e
14 S. aureus) e 23 isolados de S. aureus ndo produtoras de biofilme (Tabela 4), e
pdde-se observar que tanto o extrato organico da C. substellata, quanto o acido
asnico purificado, tiveram acdo antimicrobiana em menores concentracdes
(0,65mg/mlI-0,42mg/ml) frente as bactérias produtoras de biofilme em relagéo as néo

produtoras de biofilme (2,52mg/ml-2,71mg/ml).
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Tabela 4- Média da concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) do extrato organico de Cladonia substellata Vainio e do acido usnico
purificado, sob Staphylococcus spp. produtores de biofilme (19 isolados) e
Staphylococcus spp. ndo produtores de biofilme (23 isolados) em microplacas de
poliestileno com 96 pocos.

Média da CIM e CBM Média da CIM e CBM sob
Extrato/Fracéo Staphylococcus spp. Staphylococcus spp. ndo
produtores de biofilme produtores de biofilme
Extrato organico 0,65mg/ml 2,52mg/ml
0,42mg/ml 2,71mg/ml

Acido Usnico

O extrato organico de C. substellatta e o acido Usnico purificado, ambos na
concentracdo de 0,25mg/ml, inibiram o biofilme em formacdo em mais de 37% das
amostras de Staphylococcus spp. avaliadas, e interagiram com o biofilme ja
consolidado, dimuindo ou destruindo-o em mais de 47% dos isolados avaliados.
Chifiriuc et al. (2009) avaliando in vitro a inibicdo da producéo do biofilme na placa
dentaria pelo &cido (snico, observaram que o ele inibiu seletivamente o
desenvolvimento do biofilme de bactérias Gram positivas e também suas
propriedades hemoliticas, demonstrando a interféncia do acido Usnico com a intra e
interrelacdo bacteriana e mecanismos de sinalizacédo, baseados no quorum sensing
e resposta dependente da densidade de células bacterianas, indicando-o como um
principio ativo para uma nova férmulacdo terapéutica, destinada a prevencao e
tratamento de patologias gengivais e periodontais.

Kim et al. (2011) também avaliaram a inibicdo do biofilme pelo acido usnico, e
efeitos mecanicos, eficacia antimicrobiana e citotoxicidade desse composto,
indicando-o como um atimicrobiano eficaz, e capaz de ser utilizado na profilaxia da
producdo de biofilme por Staphylococcus spp. Franconi et al. (2004) demonstraram
em seu trabalho, a capacidade de (+)-acido uUsnico em controlar a formagcao do
biofilme em bactérias S. aureus e P. aeruginosa em condi¢des de fluxo laminar por
meio de analise de imagem. Os polimeros de (+)-acido Usnico carregados nao
inibiram a ligacdo celular inicial dos S. aureus, mas mataram as células ligadas
resultando na inibicdo da producédo do biofilme. Em relagédo a bactéria P. aeruginosa,
utilizando os mesmos polimeros de (+)-acido Usnico carregados, verificaram a

formacéo de biofilme na superficie laminar, mas a morfologia do biofilme foi alterada,
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possivelmente indicando que o (+)-&cido Usnico possa interferir com as vias de
sinalizacdo bacteriana e assim inibir ou modificar a produgao de biofilme bacteriano.

Pompilio et al. (2013) avaliaram o &cido Usnico in vitro, quanto a sua atividade
antibacteriana e antibiofilme contra trés isolados MSSA e trés isolados MRSA de
pacientes humanos com fibrose cistica, e concluiram que o acido Ushico possui
atividade contra células plancténicas, sendo ativo contra MRSA, e com capacidade
de inibir a pré formacé&o do biofilme.

Grumezescu et al. (2011) também avaliaram a atividade antibiofilme do acido
asnico, incorporado a nanoparticulas, e mostraram que as mesmas podem ser
utilizadas como agentes de revestimento em diferentes dispositivos médicos, com o
intuito de impedir a formacédo de biofilme bacteriano, inclusive em pacientes com
fibrose cistica. Neste trabalho, tanto o extrato organico de C. substellata, como o
acido usnico, inibiram a formacao de biofilme, o que pode ter acontecido pela morte
bacteriana. O acido Usnico e o extato organico de C. substellata, que tem o acido
asnico em mais de 90% da sua composicao, inibiu o biofilme ja consolidado dos
Staphylococcus spp., podendo o &cido Usnico também ter mecanismos que
interajam diretamente com o biofilme bacteriano j& consolidado.

Foi possivel determinar a atividade antimicrobiana através da morte e/ou
inibicdo bacteriana (CIM e CBM), além de quantificar a interacdo do &cido Usnico
diretamente com o biofilme bacteriano (em formacdo e ja consolidado), onde
apresentou melhor acdo antimicrobiana frente aos Staphylococcus spp. produtores
de biofilme, sendo necessérias concentracdes menores de acido Usnico na inibicdo
do crescimento bacteriano, quando comparado com Staphylococcus spp. nao
produtores de biofilme. Isto potencializa sua ac¢&o, em virtude do biofiime néo
impedir seu mecanismo de acgao, o potencializando. Levando em conta que a
formacdo do biofilme proporciona as bactérias resisténcia aos antimicrobianos
(GILBERT et al., 2003; ZHAO et al.,, 2008) e tem sido uma das preocupacdes
guando da busca por novos antimicrobianos. O acido Usnico demonstrou grande

potencial na sua utilizagdo como farmaco e/ou coadjuvante farmacologico.

4.7. Identificacéo fungica

Das 85 amostras de pelo de borda de lesdes de pele de caes e gatos com

suspeita clinica de dermatofitose, foram isolados fungos filamentodos em 40 (47%)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grumezescu%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22157076
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delas, sendo quatro Alternaria sp., 24 Aspergillus sp., dois Fusarium sp., um
Penicillium sp., dois Microsporum canis, 10 M. gypseum e trés Tricophyton sp.

(Figura 10). No total 18% (15/85) de dermatdfitos foram isolados neste trabalho.

28%

12%

Q Q Q Q N Q
o & & o ¢ & &
o4 9 3 N S of o
N R < ¢ R W o0
Q¥ & <
W

Fig. 10 - Distribuicdo dos 40 fungos fiamentosos isolados das 85 amostras de
pelo de lesGes de pele suspeitas de dermatofitose em cédes e gatos. Petrolina
(PE), 2011-2012.

A ocorréncia de dermatofitos em cdes com dermatopatias diversas varia de
12,5% a 24,6% (AL-DOORY et al., 1968; BONE, 1971; PINARD et al., 1987) valor
similar (18%) ao encontrado neste trabalho, e também ao encontrado por outros
autores, como Cafarchia et al. (2006), que isolaram 20,5% (28/136) dermatofitos em
cées e 28,2% (70/248) em gatos (cujos proprietarios foram diagnosticados com
tinea corporis) e Chah et al. (2012), que identificaram 13% de amostras positivas
para dermatéfitos de 46 amostras de animais domésticos (caes, caprinos, ovinos e
suinos) com suspeita clinica de dermatofitose.

Machado et al. (2004) na avaliacdo de 250 amostras de pele de caes,
verificaram que 73,7% tinham como agente etiolégico M. canis e 26,3% M.
gypseum. Neste trabalho foi possivel isolar 2% (dois isolados) de M. canis e 12%
(10 isolados) de M. gypseum, valores bem diferentes ao encontrado na literatura,
gue geralmente aponta uma maior ocorréncia do fungo zoofilico M. canis como
principal agente etiolégico envolvido nas dermatofitoses (MACIEL, 2005;
MACHADO et al., 2004; FRASER, 2003) e ndo o fungo geofilico M. gypseum, que


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chah%20KF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22913664
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pode ocorrer em virtude da contaminacdo do ambiente (HOSKINS, 1997;
MORAILLON, 2004).

Zaror e Moreno (1986) isolaram 88,46% de M. canis de 104 gatos higidos e
7,93% de M. canis de 126 cées higidos, mostrando a importancia destes animais no
ciclo epidemioldgico de M. canis em humanos, uma vez que estes animais podem
funcionar como hospedeiros assintomaticos. Cafarchia et al. (2004) isolaram
M. canis como dermatoéfito em maior frequéncia nos cées e gatos (77,7%), seguido
por espécies de dermatdfitos geofilicos (M. gypseum, T. terrestre). Seker et al.
(2011) isolaram 18,7% dermatofitos de caes (n=198) e 20,1% de gatos (n=164) na
Turquia, sendo 57,1% de M. canis. Cabafies (2000) descreve que nos caes com
suspeita de dermatofitose, com poucas excecbes, 0 M. canis € a espécie mais
comumente isolada, sendo T. mentagrophytes e M. gypseum menos frequentes.

No entanto, neste trabalho foi encontrada uma maior ocorréncia de M.
gypseum quando comparado ao M. canis em lesdes sugestivas de dermatofitoses
em caes e gatos, sugerindo uma contaminacdo ambiental, uma vez que estes
fungos séo geofilicos e podem estar naturalmente presente em solos, ou ainda estar
presente em ambientes onde esses animais circulem, como banhos e tosas, clinicas
veterindrias, a area de passeio ou ambiente domiciliar.

Drouot et al. (2009) identificaram dermatéfitos em cées e gatos, e revelaram,
que além de M. canis, duas espécies diferentes do complexo T. mentagrophytes
(Arthroderma benhamiae e A. vanbreuseghemii) foram isolados, sendo que, 93%
dos gatos tinham contato com a rua, e possivelmente com roedores, que Sao 0s
portadores de A. vanbreuseghemii. E entre os gatos com lesdes de pele, que
ficavam estritamente dentro de casa, foram isolados exclusivamente M. canis.
Demonstrando a importancia de roedores no ciclo zoonético das dermatofitoses, o
que néo foi encontrado neste trabalho, mas atenta para cuidados com possiveis
fontes de contaminacao, seja pelo contato direto ou pelo ambiente.

Na avaliacdo direta do pelo, foi possivel observar irregularidades nas bordas
dos pelos em 29 amostras. Destas, 18 foram positivas para fungos filamentosos,
entre elas, 15 amostras positivas para dermatofitos (M. canis, M. gypseum e
Trichophyton sp.), sendo 7% (1/15) em gatos e 93% (14/15) em cées (Tabela 5).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cafarchia%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15601458
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Seker%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21126787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Caba%C3%B1es%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15762784
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Tabela 5 - Relacdo entre os resultados do exame microscopico direto e cultivo
fungico na identificacdo de dermatofitos, de amostras de pelo de cées e gatos com
suspeita clinica de dermatofitose em Petrolina (PE), 2011-2012.

Metodoloaia Cées Gatos Total
9 n= 75 (100%) n= 10 (100%) n= 85 (100%)
Exame direto 27 (36) 02 (20) 29 (34)
Cultivo fungico 14 (19) 01(10) 15 (18)
Dermatdfitos Microsporum gypseum Microsporum Microsporum gypseum
(n=9) gypseum (n=1) (n= 10)
Microsporum canis (n=2) Microsporum canis (n=2)
Trichophyton spp. (n= 3) Trichophyton spp. (n= 3)

Cafarchia et al. (2004) coletaram amostras de 424 animais (268 cées e
156 gatos), com lesdes cutaneas (alopecia e descamacao periférica), entre 1999 e
2002. Sendo que 99 (23,3%) foram positivas para dermatoéfitos na cultura fangica
(20,5% de cédes e 28,2% de gatos), demonstrando uma ocorréncia semelhante a
encontrada em céaes (19%) neste trabalho e uma maior frequéncia em gatos quando
comparado ao encontrado (10%), considerando-se a cultura para o isolamento
fungico.

Seker e Dogan (2011) descreveram a ocorréncia de dermatofitos em cées e
gatos na Turquia ocidental, num total de 362 animais (198 cées e 164 gatos) com
lesbes de pele (alopecia e descamacédo) entre 2006 e 2008. Constararam que 52
(14,4%) foram positivos para a presenga de fungos através de exame microscopico
direto e 70 (19,3%) apresentaram cultura positiva para dermatofitos. Neste trabalho
valores maiores foram encontrados no exame microscoépico direto (34%) e valores
semelhantes (18%) foram encontrados no isolamento fingico em meio de cultivo.

No trabalho de Silva et al. (2011), com amostras de caes e gatos, obtiveram 11
amostras (26,83%) positivas no exame direto, e no cultivo, apenas seis amostras
(14,63%) foram positivas para dermatofitos, sendo 33,30% (2/6) isolados de M.
canis, 16,67% (1/6) e um isolado M. gypseum e 16,67% (1/6) M. nanum no
microcultivo, o que ndo concorda com os resultados deste trabalho, uma vez, que foi
encontrada uma maior ocorréncia de M. gypseum (12%), seguido por M. canis (2%)
e Tricophyton sp. (4%).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cafarchia%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15601458
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Seker%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21126787
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4.8. Determinacdo da atividade antifungica do extrato organico de C.
substellata e do acido Usnico purificado

A concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida minima
(CFM) do extrato organico de C. substellata e do acido usnico purificado, frente as
cinco amostras de Microsporum spp. foram determinadas numa faixa média de
inibicdo que variou de 0,0326mg/ml-0,1464mg/ml. Para M. canis foi de 0,1953mg/ml
a 0,09765mg/ml, com média de 0,1464mg/ml; e para M. gypseum foi de
0,0488mg/ml a 0,0003813mg/ml, com média de 0,0326mg/ml, tanto para o extrato
organico, como para o acido usnico purificado (Tabela 6).

Tabela 6- Susceptibilidade antifingica de isolados de Microsporum spp. ao extrato
organico de Cladonia substellata Vainio e ao acido Usnico purificado.

Extrato organico/ Fungo (n) O'Agggﬂ?: dea CIM* e CFM? (mg/mi)
Fragao (%) Faixa Média
C. substellata M. canis (02) 100 0,1953 - 0,09765 0,1464
Acido Usnico M. canis (02) 100 0,1953 - 0,09765 0,1464
C. substellata M. gypseum (03) 100 0,0488 — 0,0003813 0,0326
Acido Usnico M. gypseum (03) 100 0,0488 — 0,0003813 0,0326

Iconcentragédo inibitéria minima, 2concentracao fungicida minima.

Ribeiro et al. (2006), encontraram atividade antifingica contra T. tonsurans, T.
rubrum, T. mentagrophytes e M. canis de acido usnico isolado de C. substellata
oriunda de Minas Gerais na concentracdo de 1mg/ml, pelo método de difusdo em
meio soélido. Lauterwein et al. (1995) demonstraram que metabdlitos secundarios de
diferentes espécies de liquens demonstraram atividade antifingica. Pires et al.
(2012) encontraram potente atividade antifungica do acido Usnico in vitro contra
diferentes espécies de Candida spp. (80% de inibicdo) utilizando a técnica de
microdiluicdo em microplacas.

Embora existam varios trabalhos avaliando a atividade antibacteriana do
acido usnico (BURKHOLDER et al., 1944; CARRAZZONI, 1975; HUOVINEN; AHTI,
1986; LAUTERWEIN et al., 1995; PEREIRA et al.,, 1997; HONDA et al.,, 1998;
YANO-MELO et al., 1999; DONLAN, 2001; FALCAO et al., 2004; RIBEIRO et al.,

2006; MOURA et al., 2008), ainda sdo poucos os trabalhos com a avaliagcdo da
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atividade antifingica do acido uUsnico e de trabalhos com a determinacdo da
atividade antifungica. Mugnaini et al. (2012) testaram o 06leo essencial da planta
Serpillum thymus e o 6leo essencial de orégano (Origanum vulgare) que mostrou
atividade antifangica contra M. canis isolado de gatos na Italia.

Poucos agentes antifingicos estdo disponiveis e licenciados para utilizacao
na medicina veterinaria. A alta resisténcia de artroconidios de dermatofitos no
ambiente e a multiplicidade das espécies hospedeiras dificultam o tratamento e
controle dessa enfermidade (CHERMETTE et al., 2008), onde se torna importante a
busca por farmacos antifiangicos mais eficazes e com menores efeitos colaterais.

O acido usnico, isolado do liquen C. substellata, é um derivado do
dibenzofurano, e tem apresentado uma vasta gama de atividades biologicas, entre
elas: atividade antimicrobiana, antifingica, antineoplasica, antiviral, anti-pirética, anti-
inflamatdria, analgésica, anti-protozoarios, inseticida, hidratante, anti-histaminica e
com atuac&o na protecdo de raios UV (COCHIETTO et al., 2002; INGOLFSDOTTIR,
2002; FALCAO et al., 2004; RIBEIRO et al., 2006; FOURNET et al.,1997).

Mesmo se mostrado hepatotéxico quando utilizado por via sistémica em
humanos, a sua utilizacdo topica ja ocorre para fins medicinais, produtos de
perfumaria e aplicacdes ecoldgicas, com formulacdes em creme, pasta de dente,
antiséptico bucal, desodorantes e produtos de protecdo solar, seja como principio
ativo ou conservante (INGOLFSDOTTIR, 2002), dando indicios da sua promissora
utilizacdo na area dermatolégica animal, seja na utilizacdo do extrato organico de C.
substellata, ou na utilizacdo do acido usnico purificado que é encontrado em grande
guantidade nessa espécie e tem demostrado ser o responsavel pela maioria das

atividades biologicas apresentadas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mugnaini%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23518021
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113511004172#bib0025

71

5. CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que o extrato organico de C. substellata e o
acido usnico purificado apresentaram atividade antimicrobiana e antifingica em
baixas concentracdes, inclusive contra Staphylococcus spp. resistentes aos
antimicrobianos convencionais. Estes atuam inibindo a formag&o do biofilme em
Staphylococcus spp., apresentando maior eficacia contra os isolados produtores de
biofilme. Estas caracteristicas sdo importantes e devem ser consideradas em
relagdo aos medicamentos utilizados rotineiramente na clinica médica, e que tém
como entrave, justamente a acao farmacoldgica frente as bactérias produtoras de
biofilme e resistentes aos diversos grupos famacoldgicos.

Estes fatos comprovam o grande potencial para utilizacdo do extrato organico
de C. substellata e do acido Usnico purificado para utilizacdo na area dermatologica
veterinaria, em especial, no tratamento de otite, piodermatite e dermatofitose em

caes e gatos.
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