FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS
CURSO DE MESTRADO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO

DA PROPOLIS E OLEO OZONIZADO EM Staphylococcus

pseudintermedius MULTIDROGA RESISTENTE ISOLADO
DE OTITE E PIODERMITE SUPERFICIAL DE CAES

ANA LUIZA ZILIO

Campo Grande — MS
2022



ANA LUIZA ZILIO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO

DA PROPOLIS E OLEO OZONIZADO EM Staphylococcus

pseudintermedius MULTIDROGA RESISTENTE ISOLADO
DE OTITE E PIODERMITE SUPERFICIAL DE CAES

EVALUATION IN VITRO OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF PROPOLIS AND
OZONIZED OIL IN Staphylococcus pseudintermedius MULTI DRUG
RESISTANT ISOLATED FROM CANINE EXTERNAL OTITIS AND
SUPERFICIAL PIODERMATITIS

ANA LUIZA ZILIO

Orientador: Dra. Cassia Rejane Brito Leal

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacdo em Ciéncias Veterinarias da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
para a obtencdo do titulo de Mestre em

Ciéncias Veterinarias

Campo Grande — MS
2022



29/07/2022 10:27 SEI/UFMS - 3400830 - Ata

( | |
Servigo Publico Federal u ’ I [
Ministério da Educagao ‘ " i g
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul i S |

UFMS |

N o ¥

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS
MESTRADO

Aos doze dias do més de julho do ano de dois mil e vinte e dois, as catorze horas, via on /ine, reuniu-se a Banca Examinadora composta pelos
membros: Cassia Rejane Brito Leal {(UFMS), Andrei Kelliton Fabretti (UFMS) e Antonio Francisco de Souza Filho (UFMS), sob a presidéncia do primeiro,
para julgar o trabalho da aluna: ANA LUIZA z{U0, CPF 69807256100, do Programa de Pés-Graduagdc em Ciéncias Veterinarias, Curso de Mestrado,
da Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, apresentado sob o titulo "AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DA
PROPOLIS E OLEC OZONIZADO EM Staphyl us pseudintermedius MULTIDROGA RESISTENTE ISOLADO DE OTITE E PIODERMITE SUPERFICIAL
DE CAES" e orientagdo de Cassia Rejane Brito Leal. A presidente da Banca Examinadora declarou abertos os trabalhos e agradeceu a presenca de
todos os Membros. A seguir, concedeu a palavra 3 aluna que expds sua Dissertacdo. Terminada a exposi¢do, os senhores membros da Banca
Examinadora iniciaram as arguicdes. Terminadas as argui¢des, a presidente da Banca Examinadora fez suas consideragbes. A seguir, a Banca
Examinadora reuniu-se para avaliagdo, e apods, emitiu parecer expresso conforme segue:

EXAMINADOR AVALIACAO
Dra. Cassia Rejane Brito Leal (Presidente) (APROVADO)
Dr. Andrei Kelliton Fabretti (Externo) (APROVADO)
Dr. Antonio Francisco de Souza Filho (Externo) (APROVADO)
RESULTADO FINAL:

{ X JAprovagao { )Aprovagao com revisdo ( )Reprovagdo

OBSERVACOES:

Nada mais havendo a ser tratado, a Presidente declarou a sessdo encerrada e agradeceu a todos pela presenca.

Assinatura
Campo Grande, 12 de julho de 2022.

Documento assinado eletronicamente por Antonio Francisco de Souza Filho, Usudrio Externo, em 13/07/2022, as 10:44, conforme
horario oficial de Mato Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

3, | Documento assinado eletronicamente por Cassia Rejane Brito Leal, Professora do Magistério Superior, em 13/07/2022, as 10:45,
conforme horario oficial de Mato Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n® 8.539, de 8 de outubro de 2015,

Documento assinado eletronicamente por Andrei Kelliton Fabretti, Professor do Magisterio Superior, em 14/07/2022, as 08:11,
conforme hordrio oficial de Mato Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n® 8.539, de 8 de outubro de 2015.

Documento assinado eletronicamente por Ana Luiza Zilio, Enfermeiro-area, em 18/07/2022, 3s 12:41, conforme hordrio oficial de Mato
Grosso do Sui, com fundamento no art. 62, § 12, do Decrelo n? §.539, de 8 de oulubro de 2015.

acao-documento conferir&id orgao acesso externo=0, informando o codigo verificador 3400830 e o cédigo CRC 017F7521.

COLEGIADO DE POS-GRADUAGAD EM CIENCIAS VETERINARIAS
Av Costa e Sila, s/n° - Cidade Universitaria
Fone:
CEP 79070-800 - Campo Grande - MS

Referéncia: Processo n® 23104.001703/2022-14 SEi n® 3400830

https://sei.ufms.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web&acao_origem=arvore_visualizar&id_documento=4008360&infra_sistema... 1/2



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, meu amparo nas adversidades.
A minha familia pelo apoio.
Aos amigos da FAMEZ pelo incentivo.

A minha orientadora, Profa. Dra. Cassia Rejane Brito
Leal, que me conduziu nesta caminhada de
aprendizagem.

Agradeco a Professora Ana Camila Micheletti e a Dra.
Paola Dias de Oliveira pelo auxilio na producéo e
caracterizacao do oOleo de girassol, colaboracéo essa que
foi essencial para conducédo da pesquisa;
Agradeco ao Professor Rodrigo Zaluski que gentilmente
cedeu a amostra de propolis usada no presente estudo
A Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Ao Programa de Pés Graduagédo em Ciéncias
Veterinarias.

A Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia



Sumario

LISTA DE TABELAS L.ttt et e e et e e e e e e e e e e e s e e s s e bbb e e e iv
LISTA DE FIGURAS ..ottt e e e e e et e et e e bbb e e e e e e et e eeeebbbb e e e e e aaaaeeeeennns \Y
RESUMO . ...ttt ettt e o442 oo bttt ettt e a4 e e e e R e b b e e e e e e e e e e e e e e eaanreenene s Vi
N = 3 I ¥ A 3 vii
(07N =1 U1 @ 1 OO 9
L. INTRODUGAOD ...ttt ettt ettt e st ae st se st eae et et ese s e ae e eaene e 9
2LOBUIETIVOS ...t e e e ettt e e e e et e e e e e a e e e e e e e e eeenrraranas 10
O oY T= ANV o o =T = | PO PPPPRTPPPRP 10
2.2. ODjJetiVOS @SPECTIIICOS .uuuiiiiiiiiiiiiiiii et 10
3. REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt ettt st aate st et eeaenaenesansaneanneas 11
3.1. O géNero StaphylOCOCCUS ....ciiiiiiiiiiiie e e s 11
3.2. A espécie Staphylococcus pseudintermedius .......ccceoiiiieiiiiic e 11
3.3. Emergéncia daresisténcia aos antimicrobianos ..........ccccccciiiiiiiiiicicicicceeeeee e, 13
K Yo Yo L1 RO 15
3.5. Potencial Antimicrobiano da pPropoliS.......ccccvcicoueeeieieeee e 16
3.6. Oleo De Girassol OZONIZAAO ..........cccveveuiiiiieteeieeieieietee ettt 18
3.7. A aplicabilidade do 6leo de girassol 0ZONIZAd0 .............ccveeeveiveiieieeeiececeeee e 20
4. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oouiititeeeeteeeeteeeeteee ettt s tess s ensanneesene e anens 22
5. CAPITULO 2.ttt ettt et e et e te et e e e ete et e et et enneneeaeeananennas 27

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DA PROPOLIS EM Staphylococcus
pseudintermedius MULTIDROGA RESISTENTE ISOLADOS DE OTITE E PIODERMITE
SUPERFICIAL DE CAES .....oooiiiieeieee ettt ettt 27

B. CAPTTULOD Bttt et ettt ettt et et e et e et e et e et e et e et et et et et et e et e e e reeeeeene 44

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DO OLEO DE GIRASSOL
OZONIZADO EM Staphylococcus pseudintermedius MULTIDROGA RESISTENTE ISOLADOS
DE OTITE E PIODERMITE SUPERFICIAL DE CAES .....oovivoiieieeeeeet et 44

T ANEXOS .o e e e e e e e s e e e e e s 63



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2

Tabela 1.Valores da concentragdo inibitéria minima para o grupo controle.......... 37

CAPITULO 3

Tabela 2. indice de acidez, iodo e perdxido no 6leo de girassol puro e ozonizado

............................................................................................................................. 48
Tabela 3.Resultados da avaliagdo da concentracao inibitoria minima em 48 isolados
S. pseudintermedius MDR. .........oii i 51

Tabela 4. Resultados da avaliacdo da concentracao inibitéria minima para cepas

CONTTOI . e e e, 52



LISTA DE FIGURAS
CAPITULO 2

Figura 1. Perfil de resisténcia dos isolados de S. pseudintermedius a sete classes
de AaNtIMICIODIANOS. ...eiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e eeeeneeaes 32
Figura 2. Resultado da avaliacdo de sensibilidade aos compostos antimicrobianos
e suas classes para amostras de Staphylococcus pseudintermedius.. ................ 34
Figura 3. (a) Distribuicdo dos valores de Concentracao Inibitéria Minima (MIC) em
48 isolados S. pseudintermedius MDR. (b) Médias (xdp) da concentracao inibitéria
minima em funcao do tempo de incubacgéo pela acdo do extrato de propolis. Os
pontos em vermelho atras das médias e desvios padrdo representam os valores

brutos, e a area em cinza é a densidade da distribuicdo dos pontos.................... 37

CAPITULO 3

Figura 4 Representacdo dos fragmentos estruturais de triacilglicerol encontrados
NOS OlE0S VEGELAIS ....coeeiiiiiiiii ittt e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e s e annnnes 49
Figura 5 A) Espectro de RMN de 1H de OG-00; B) Expansé&o do espectro de RMN
de 1H da regido de 5,8 — 5,0 ppm do OG-00; C) Espectro de RMN de 13C de OG-

Figura 6A) Espectro de RMN de 1H de OG-12; B) Expanséao do espectro de RMN
de 1H da regido de 5,8 — 5,0 ppm de OG-12; C) Espectro de RMN de 13C de OG-



O© 0O NOoO ok, WwN P

W W W W W N N NN DN NN DD DD DNDDDDDN P PR PR R P PR RP R
A WO N P O © 0N OO0 O B WODN P O O 0N OO O b WO N P O

ZILIO, A. L. AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DA
PROPOLIS E OLEO OZONIZADO EM Staphylococcus pseudintermedius
MULTIDROGA RESISTENTE ISOLADO DE OTITE E PIODERMITE
SUPERFICIAL DE CAES 2022. Mestrado- Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias Veterinarias. Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS. 2022.

RESUMO
Dentre os problemas que afetam os animais de companhia, as dermatopatias de

origem bacteriana apresentam alta incidéncia na rotina do tratamento clinico em
Medicina Veterinaria. Devido o fendmeno crescente da resisténcia dos micro-
organismos aos antimicrobianos, as poucas opg¢fes terapéuticas convencionais
para tratamento de caes e gatos e objetivando amenizar os efeitos nocivos dessas
afeccdes cutaneas, a busca por terapias com compostos de origem natural tem-se
mostrado uma alternativa. O objetivo neste trabalho foi avaliar a agdo inibitoria in
vitro do extrato alcodlico da propolis marrom a 30% e do 6leo de girassol ozonizado
frente a Staphylococcus pseudintermedius multirresistentes provenientes de casos
clinicos de dermatites e otites em caes. Os compostos foram testados em 48
isolados da bactéria, por meio da técnica de microdiluicdo em caldo. Foram usadas
diluicdes dos compostos variando de 1,5% a 100% de concentracdo. Para verificar
a atividade antimicrobiana in vitro da propolis, 48 isolados foram expostos a dois
tempos de acéo, 1 hora e 24 horas, e testados para determinar a Concentracao
Inibitéria Minima (CIM). A prépolis com agdo em 1 hora demonstrou a variagdo da
concentracgdo inibitoria entre 12,5% e 75% e com acdo em 24 horas entre 1,5% e
50%. O efeito bactericida ocorreu em ambos os tempos. Para o 6leo ozonizado a
CIM variou entre 3% e 50%. Conclui-se que ambos o0s compostos, tem acao
inibitoria sobre isolados de S. pseudintermedius multidroga resistentes, podendo
constituir alternativa futura a terapéutica de infec¢des superficiais de pele.

Palavras-chave: Acao antimicrobiana, animais de companhia, 0zénio, resisténcia
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ABSTRACT

Among the problems that affect companion animals, dermatoses of bacterial origin
have a high incidence in the routine of clinical treatment in Veterinary Medicine. Due
to the growing phenomenon of resistance of microorganisms to antimicrobials, the
few conventional therapeutic options for the treatment of dogs and cats and aiming
to reduce the harmful effects of these skin disorders, the search for therapies with
compounds of natural origin has been shown an alternative. The objective of this
work was to evaluate the in vitro inhibitory action of the alcoholic extract of brown
propolis (30%) and ozonated sunflower oil against multidrug-resistant
Staphylococcus pseudintermedius isolated from clinical cases of dermatitis and
otitis in dogs. The compounds were tested on 48 bacterial isolates, using the broth
microdilution technique. Dilutions of compounds ranging from 1.5% to 100%
concentration were used. To verify the in vitro antimicrobial activity of propolis, 48
isolates were exposed to two action times of 1 hour and 24 hours and tested to
determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The propolis with action in
1 hour presented the variation of the inhibitory concentration between 12.5% and
75% and with action in 24 hours between 1.5% and 50%. The bactericidal effect
occurred in both times. For ozonated oil, the MIC ranged between 3% and 50%. It
is concluded that both compounds have an inhibitory action on multidrug-resistant
S. pseudintermedius isolates, which may constitute a future alternative for the

treatment of superficial skin infections.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

Os distarbios no tecido cutaneo constituem uma das ocorréncias mais
frequentes na clinica de animais de estimacdo ou pets. Essas alteracdes podem
apresentar-se em formas restritas ou disseminadas em diversas partes do corpo,
além de ter etiologia multifatorial, a exemplo: alergia alimentar, alergia atopica,
provocadas por picaduras de pulgas, por ectoparasitas, enfermidades parasitarias
sistémicas, tumores ou outras dermatopatias.

Os caes sao 0s mais acometidos, porém o0s gatos também estéo sujeitos a
essas alteracdes dermatoldgicas. As lesbes na pele sao classificadas utilizando
critérios clinicos que abrangem a observacdo macroscopica e histopatoldgica, que,
a depender da profundidade do acometimento da derme pode-se diferenciar em:
piodermite externa, piodermite superficial e piodermite profunda (CONCEICAO;
FABRIS, 2000).

Dentre as causas infecciosas, 0 principal agente etiolégico envolvido nas
afeccdes cutaneas em caes € o Staphylococcus pseudintermedius, apesar de ser
considerado parte da microbiota dos animais, em condi¢bes clinicas normais.
Quando a estrutura da pele é danificada e combinando alguns fatores
predisponentes, a microbiota pode tornar-se patogénica dando inicio ao processo
infeccioso, que é um dos principais motivos para 0 uso de antimicrobianos
(CODNER e RHODES, 2003; MARINHO, 2020).

O uso indiscriminado de antimicrobianos contribuiu consideravelmente para
0 aumento da resisténcia bacteriana. A taxa de insucesso dos tratamentos
atualmente é um problema recorrente e a procura de opc¢des terapéuticas a partir
de compostos naturais tornou-se uma busca emergente (MARINHO, 2020).

Dentre os compostos apontados como promissores, de acordo com Codner
e Rhodes (2003) e Marinho (2020), é conhecido que prépolis e 6leos ozonizados
sdo opcodes viaveis do ponto de vista terapéutico e econémico, porém, ainda ha

necessidade de estudos ampliados que determinem quais componentes sao
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responsaveis pela eficacia destes produtos, possiveis toxicidades e a capacidade
de acado frente a grupos bacterianos especificos, a fim de desenvolver as
formulacdes terapéuticas mais seguras.

Considerando que as afeccdes da derme compdem importante parte da
casuistica na clinica de animais de companhia e que estudos prévios utilizando
compostos naturais permanecem em evidéncia, objetivou-se com este estudo
delinear o perfil in vitro da eficacia da utilizacdo do extrato alcodlico da propolis
marrom e do Oleo de girassol ozonizado frente a isolados de S. pseudintermedius
multirresistentes, oriundos de processos infecciosos superficiais de pele e orelha

de caes.

2. OBJETIVOS

2.10bjetivo geral

Avaliar o potencial antibacteriano do extrato alcodlico da propolis e do 6leo
de girassol ozonizado sobre isolados de S. pseudintermedius multirresistentes,

oriundos da orelha e da pele de caes.

2.20bjetivos especificos

o Caracterizar fenotipicamente, pela técnica de disco-difuséo, isolados
multirresistentes de S. pseudintermedius provenientes de processos clinicos de
dermatite e otite canina;

o Determinar a concentracgao inibitéria minima (CIM) do extrato alcéolico de
propolis marrom a 30%, produzida no municipio de Terenos, MS, sobre isolados S.
pseudintermedius, em dois diferentes tempos de exposicao;

o Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do 6leo de girassol
ozonizado por 12 horas, sobre isolados de S. pseudintermedius.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O género Staphylococcus

O género Staphylococcus € constituido por cocos Gram-positivos que se
assemelham a cachos de uvas e por vezes podem ser visualizados em forma de
células isoladas, em pares, tétrades e cadeias curtas. Os membros desta espécie
sdo em sua maioria aerdbicos facultativos, catalase positiva e ndo apresentam
motilidade e nem esporulacao (WINN, JR. et al., 2010). Crescem bem em meios de
cultura béasicos, sdo hal6filos moderados e algumas espécies podem fermentar
manitol e produzir hemolisinas, além de outras exotoxinas. Suas diferencas
genotipicas e processos patogénicos permitem a classificacdo em 84 espécies e
30 subespécies conhecidas atualmente (BOND; LOEFFLER, 2012; PARTE et al.,
2020).

Essas bactérias sdo encontradas colonizando a pele e mucosas, sem causar
maiores prejuizos para saude humana e animal, quando em condic¢des clinicas
normais, como também, sdo capazes de atingir alta patogenicidade em condi¢des
propicias, como quebra das barreiras cutdneas ou a redugdo nos niveis de
imunidade (ALVAREZ; LABARCA; SALLES, 2010).

Os principais fatores de viruléncia, que permitiram definir os membros do género
entre espécies patogénicas e oportunistas séo: producdo da enzima coagulase,
presenca de capsula, producdo de toxinas hemoliticas, enterotoxinas, lipases,
proteases e a presenca de proteina M na parede celular (MCVEY; KENNEDY;
CHENGAPPA, 2016).

A producdo da enzima bacteriana coagulase ja foi considerada durante muito
tempo o principal fator de viruléncia presente em Staphylococcus aureus, S.
pseudintermedius, S. schleiferi e S. hyicus. Contudo, alguns estafilococos que nao
produzem coagulase ainda séo virulentos e o grau de resisténcia a antimicrobianos
entre as diversas espécies do género, incluindo espécies coagulase negativa,
modificou o espectro de interesse médico (GONZALEZ-MARTIN et al., 2020).

3.2A espécie Staphylococcus pseudintermedius
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Os cocos Gram-positivos com certas caracteristicas bioguimicas provenientes
de animais eram classificados como Staphylococcus aureus, que foi considerada a
Unica espécie patogénica por muito tempo. Hajek em 1976 descreveu o
Staphylococcus intermedius, isolado a partir de amostras oriundas de cavalos,
caes, pombos e martas, baseado na observacéo fenotipica, atividade bioquimica,
composicdo da parede celular e determinacdo do conteudo de DNA. Havia ainda
um grau de heterogeneidade fenotipica entre as cepas, relacionado até certo ponto
a origem da espécie hospedeira (QUINN et al., 1994).

Um dos métodos utilizados no passado para diferenciar S. aureus do S.
intermedius era o teste de resisténcia ou sensibilidade ao antimicrobiano polimixina
B. Amostras resistentes a polimixina B eram classificadas como S. aureus e as
sensiveis como S. intermedius (QUINN et al., 1994). Na atualidade esta
classificacdo é falha, pois, muitos isolados séo resistentes a este composto.

O status taxondmico permaneceu inquestionavel até a descricdo do
Staphylococcus pseudintermedius por Devriese et al. (2005), denominado desta
forma pela semelhanga fenotipica ao S. intermedius. A partir dai foi adotada uma
classificacdo taxonémica com a diferenciacdo de mais trés espécies bacterianas,
S. intermedius, S. delphini e S. pseudintermedius que juntos foram denominados
SIG (Staphylococcus intermedius group). Cada uma delas foi associada a
processos infecciosos de espécies animais diferentes, S. delphini a infeccbes
cutaneas purulentas de golfinhos, S. intermedius em isolados de pombos e S.
pseudintermedius como agente etioldgico de piodermites em cées (SASAKI et al.,
2007; DEVRIESE et al., 2009).

S. pseudintermedius é encontrado colonizando a microbiota natural dos caes e
gatos, com presenca mais contundente nas regides das narinas, cavidade oral,
anus e virilha. E consenso entre autores que em isolados cutaneos oriundos de
caes, 0 agente patogénico deve ser classificado como S. pseudintermedius. O
termo SIG é utilizado para isolados de outros hospedeiros na auséncia de exames
moleculares para identificacdo, pois, 0s membros deste grupo nao apresentam
diferencas claras entre si, inclusive nos testes bioquimicos (BANNHOER;
GUARDABASSI, 2012; BOND; LOEFFLER 2012).

A presenca de genes codificadores de toxinas como: citotoxinas, toxinas
esfoliativas e pirogénicas em S. pseudintermedius confere a eles o aumento da

viruléncia, permitem uma maior adesao aos queratinécitos (células diferenciadas
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gue compde o tecido epitelial) e podem causar uma exacerbada resposta imune
causada pelas proteinas bacterianas ou superantigenos, desencadeando um
processo de hipersensibilidade no animal. As proteinas bacterianas podem causar
uma série de sintomas como febre, ndusea, vomitos, diarreia e algumas vezes
choque e até mesmo a morte (MANDERS, 1998; HENDRICKS et al.,, 2002;
PITCHENIN, 2016).

Esta espécie ja foi descrita como causadora de infec¢cfes esporadicas em outras
espécies animais bem como foi relatada a ocorréncia de processos infecciosos em
humanos, o que evidencia seu potencial zoonético (VAN HOOVELS et al., 2006;
STEGMANN et al., 2010; WEESE e VAN DUIJKEREN, 2011).

3.3Emergéncia da resisténcia aos antimicrobianos

Historicamente, para controlar as infeccbes bacterianas, a terapia
antimicrobiana era adotada de maneira empirica, as opcdes eram restritas a poucas
propostas terapéuticas, porém, em sua maioria, havia sucesso. Com o passar do
tempo, isolados resistentes a mais de uma classe de antimicrobianos comegaram
a ser identificados, bem como foram sendo desvendados os mecanismos
responsaveis pela resisténcia bacteriana (GUZMAN-BLANCO et al., 2009).

Na tentativa de resolver ou minimizar os problemas colocados por esse fato,
novas classes de antimicrobianos foram desenvolvidas e dentre elas foi criado o
betalactamico sintético derivado da penicilina e nomeado por meticilina. A meticilina
apresentava resisténcia a acado das betalactamases, que no momento era uma
caracteristica desejavel para burlar a acdo das enzimas bacterianas que degradam
o antibiotico (LIMA et al., 2015).

Contudo, na década de 60, a resisténcia ao inovador composto sintético foi
identificada em S. aureus, denominada como MRSA (Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus). S. aureus € o patdgeno humano relacionado a causa mais
comum de infec¢des nosocomiais, também responséavel por infecgcdes comunitarias
e elevados indices de morbidade e mortalidade (SANTOS et al., 2007; GUZMAN-
BLANCO et al.; 2009; LIMA et al., 2015).

Na medicina veterinaria S. pseudintermedius (0 mais comum causador de
piodermites e otites em cées) resistente a meticilina (SPMR), é relatado desde a

década de 80, e assim como em S. aureus, 0 gene que confere esta resisténcia e
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0 gene mecA. A hipGtese dessa ocorréncia € que por meio do contato estreito e
frequente do homem e seus animais de estimagao houve a troca das informacgdes
genéticas entre as cepas. Hoje a identificacdo de MRSP em amostras clinicas de
animais ja esta consolidada e estudos tém evidenciado o aumento da resisténcia
também para outras classes de antimicrobianos como: fluoroquinolonas,
macrolideos, aminoglicosideos e tetraciclinas (SASAKI et al., 2007; KADLEC et al.,
2010; VAN DUIJKEREN et al., 2011).

Huerta e colaboradores (2010), descreveram que cdes criados em habitat
urbano, com histérico de antibioticoterapia, representam um risco significativo de
serem portadores de isolados resistentes a meticilina e a outros antibidticos, o que
limita consideravelmente a escolha do tratamento antimicrobiano na clinica
veterinaria.

Segundo Perreten e colaboradores (2010), em estudo que determinou o
genotipo e fendtipo do perfil de resisténcia do S. pseudintermedius (MRSP), bem
como sua distribuicdo geografica na Europa e América do Norte, esta bactéria vem
acumulando genes de resisténcia independente da sua regido geografica e esta
claro que € um patdgeno nosocomial em medicina veterindria, assim como S.
aureus na medicina humana. Considera também que as pessoas que trabalham
com animais tornam-se portadores destes estafilococos resistentes podendo
contribuir para a disseminagao da MRSP na populagdo animal e humana.

N&o € um consenso universal a classificagdo bacteriana como multirresistente,
Schwarz e colaboradores (2010) sugerem que, se realizado apenas o teste de
sensibilidade fenotipica e identificado a resisténcia para trés ou mais classes de
antimicrobianos seja adotado o termo multirresisténcia. Se realizados testes
complementares de andlise molecular devemos adotar a descrigdo
multirresisténcia analisada a nivel molecular (SCHWARZ et al., 2010).

O perfil de multirresisténcia adquirido pelas bactérias, associado ao uso
crescente e inadvertido dos antimicrobianos, reduz as opcles terapéuticas
disponiveis para o tratamento de processos infecciosos mais severos ou
recorrentes na medicina veterinaria. As afeccdes cutdneas ou otoldgicas sao
ocorréncias frequentes na clinica de pequenos animais com indices que
representam entre 20 e 75% dos atendimentos (HILL et al., 2006).

Dentre os agentes envolvidos nos processos, S. pseudintermedius € uma causa

comum e relevante, conforme descrito anteriormente, com potencial patogénico
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conferido pelos fatores de viruléncia e seu perfil de resisténcia elevado aos
antimicrobianos (HILL et al., 2006).

Sendo assim, a alternativa do uso de terapias ndo medicamentosas
convencionais e de aplicacdo tépica seria uma estratégia para minimizar essas
afeccdes cutaneas, ndo apenas como coadjuvantes, mas sim como tratamento

Unico.

3.4 Prépolis

A prépolis é produzida pelas abelhas e € resultante da coleta de diversas
substancias extraidas dos vegetais acrescidas de enzimas salivares. Isso da
origem a um material com aspecto resinoso que € utilizado no cotidiano das abelhas
para proteger e estruturar a colmeia. Este produto é encontrado revestindo as
paredes da colmeia e suas propriedades quimicas oriundas da sua origem vegetal
a tornam bastante versatil oferecendo inclusive protecdo contra a acao de
microrganismos. Na composicdo da propolis encontramos desde ceras, resinas,
Oleos essenciais, balsamos arométicos e microelementos e vitaminas como:
aluminio, célcio, estrdoncio, ferro, cobre, manganés, magnésio, silicio, titanio,
bromo, zinco, B1, B2, B6, C e E (BANKOVA; CASTRO; MARCUCCI, 2000; PARK
et al., 2002; CASTALDO; CAPASSO, 2002; SFORCIN; BANKOVA, 2011).

A coloracdo e odor caracteristico e variavel da propolis esta intimamente
relacionada com a ecologia da flora e regides visitadas pelas abelhas. Para
identificar a fonte vegetal da prépolis, o indicador mais eficiente é o exame analitico
da composicdo quimica, confrontada com a provavel fonte vegetal de onde foi
extraida. A correta identificacdo da proveniéncia geografica e, acima de tudo, a
origem vegetal associada a fenologia da planta apicola tem suma importancia para
um controle preciso relativo a qualidade e até mesmo a padronizacdo das amostras
de propolis (PARK et al., 2002; FERRAZ, 2020).

Diversos trabalhos foram desenvolvidos demonstrando essa variedade que
também confere a propolis a diversificagdo nos compostos quimicos e suas
atividades terapéuticas. Alguns componentes ocorrem somente em prépolis
derivadas de espécies particulares de plantas, como é o caso da propolis

taiwanesa, que apresenta grande concentracédo de acidos fendlicos e flavonoides,
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em que se verifica intensa atividade antioxidante (CHEN et al., 2003; VARGAS et
al., 2004).

Em contraponto, a prépolis verde nativa do Brasil, e s6 encontrada aqui, mais
especificamente na regido de Minas Gerais, ndo contém flavonoides na sua
composicdo estrutural; mas apresenta altas concentracbes de benzofurano,
elemento dotado de propriedades com acentuada atividade citotoxica (SALATINO
et al., 2005).

No Oeste da Asia, na Europa e na América do Norte a prépolis é obtida a partir
do exsudado do botdo de alamo (Populus sp.) de maneira dominante. Na América
do Sul a dificuldade da correlacao entre a prépolis e sua origem boténica ocorre
pela vasta variedade vegetal que possibilita a coleta de material pelas abelhas. No
Brasil, esta grande variedade permitiu a classificacdo de doze grupos de prépolis
até o momento, sendo, cinco grupos na regiao Sul, um grupo no Sudeste e seis no
Nordeste com caracteristicas fisico-quimicas diferentes (PARK et al., 2002).

Administrada sob diversas formas, o uso da prépolis € seguro e menos toxico
que muitos medicamentos sintéticos. E um dos diversos produtos naturais
utilizados durante séculos pela humanidade, havendo registros entre os assirios,
gregos, romanos, incas e egipcios. De acordo com a literatura consultada, data de
1700 A.C (Egito antigo e Mesopotamia) os dados histéricos da utilizacao da propolis
pelo homem, na época conhecida como “cera negra” e muito empregada no
processo de embalsamagdo dos mortos (MAZZUCO, 1996; CASTALDO,;
CAPASSO, 2002;; PEREIRA; SEIXAS; AQUINO NETO, 2002).

No que diz respeito as propriedades bioldgicas, a propolis tem acdes
antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatorias, imunomodulatérias,
hipotensivas, cicatrizantes, anestésicas, anticAnceres, anti-HIV e anticariogénicas.
Suas propriedades obviamente estdo ligadas a composi¢cdo quimica, neste
contexto, por apresentar uma composicao heterogénea de substancias ativas, vem
sendo estudada e representa uma importante matéria prima para muitos produtos
de saude, constituindo uma vasta e interdisciplinar rea de pesquisa (PARK et al.,
2002; SILVA et al., 2007).

3.5Potencial Antimicrobiano da prépolis
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A atividade antimicrobiana da propolis e seu maior ou menor grau de inibicao
em relacdo as diferentes espécies bacterianas, tem sido descrita e associada a
fatores como: técnica de extracao, metodologia e conducéo dos ensaios, local de
origem da propolis, época do ano que foi produzida e principalmente a ao alto indice
de substancias tipo flavonoides presentes em sua composicdo. Tem se revelado
altamente inibitéria para determinados géneros, tais como Bacillus, Mycobacterium,
Streptococcus e Staphylococcus, e por vezes parcialmente efetiva ou inativa em
relagé@o a outros géneros como Escherichia spp, Pseudomonas spp, Klebsiella spp,
Proteus spp e Salmonella spp (SINHORINI et al., 2015; GRANGE; DAVEY, 1990;
MAZZUCO et al., 1996).

Fernandes e colaboradores (2006) em estudo sobre atividade antimicrobiana de
propolis de Apis mellifera, obtidas em trés regiées do Brasil, demonstraram que
houve maior sensibilidade das bactérias Gram positivas e leveduras em relacéo as
Gram negativas. Verificaram também que houve diferenca na atividade
antimicrobiana em funcéo do local de producéo e que isso se refletiu na diferenca
de composicao quimica da propolis.

Heimbach e colaboradores (2016), analisando os efeitos da inoculacdo do
residuo da extracdo das propolis verde e marrom como inibidor bacteriano in vitro
em amostras de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Staphylococcus intermedius, obtidas de processos infecciosos de
animais, além de amostras bacterianas ATCC de Escherichia coli, Salmonella
Typhimurium e Klebsiella pneumoniae, sugerem maior eficacia sobre as bactérias
Gram-positivas e menor eficiéncia ou mesmo ineficacia sobre as bactérias Gram-
negativas.

Segundo diversos autores (LU et al., 2005 MAGALHAES; LOT; DEL
CARRATORE, 2016; SANTANA et al., 2011) a propolis € efetiva contra bactérias
Gram-positivas especialmente contra S. aureus.

Gomes e colaboradores (2016) avaliaram a atividade antibacteriana in vitro da
propolis marrom, produzida em Terenos, Estado de Mato Grosso do Sul, em
bactérias provenientes de processos clinicos infecciosos de animais domeésticos e
concluiu que a propolis marrom tem acéo bactericida, em funcdo da espécie da
bactéria e da procedéncia animal.

Considerando a resisténcia bacteriana como um fenémeno biologico natural e

gque o desenvolvimento da resisténcia ocorre por maneiras diferentes,
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principalmente por mutacéo direta e aquisicdo de genes de resisténcia por meio de
conjugacao, ao se incluir um novo antimicrobiano em alguma pratica clinica,
rapidamente os laboratérios de microbiologia j& detectam cepas resistentes. O
amplo e, algumas vezes indiscriminado, uso dessas drogas resulta nesta selecao
(ANDREOTTI; NICODEMO, 2004).

O uso de antimicrobianos de maneira inapropriada tem demonstrado ser
contraproducente e é consenso entre diversos pesquisadores que os antibidticos
estdo associados a episddios danosos a saude publica e ao meio ambiente. A
busca de elementos naturais com potencial terapéutico tem se mostrado cada vez
mais necessaria e é interessante que mesmo a propolis, ja consagrada e portadora
de diversas propriedades biologicas, continue a ser testada frente aos novos

desafios bacterianos.

3.60leo De Girassol Ozonizado

O ozodnio é um gas presente na troposfera, altamente oxidante que pode ser
produzido de duas maneiras: naturalmente através dos raios ultravioleta do sol que
em interacdo com as moléculas de oxigénio (O.) quebram seus &tomos, estes
unem-se a novas moléculas de oxigénio e formam o o0z6nio (O.) e artificialmente
utilizando um gerador, cuja acdo na producdo do ozbnio ocorre a partir da
passagem de oxigénio puro por uma descarga elétrica de alta voltagem e alta
frequéncia realizando um processo similar ao natural (RUBIN, 2003; LIMA; FELIX;
CARDOSO, 2021).

Em termos quimicos é um albtropo triatbmico do oxigénio (O.) e sua
denominacéo deve-se a palavra grega ozein (cheiro), isso porque 0 0zonio exala
um odor bem peculiar. As propriedades deste gas séo descritas como: potente
agente desinfetante, bactericida, fungicida, viricida, capaz de ativar o sistema
enzimatico, melhorar as propriedades hematoldgicas e circulatérias. Seu maior
potencial de atuacdo € resultante da sua capacidade oxidante, que, com acao direta
NOS Micro-organismos reage primeiro na parede celular da bactéria e, depois, ao
se inserir na estrutura interna da célula, oxida os aminoacidos e &cidos nucléicos
(HADDAD et al., 2009; TRAVAGLI et al., 2010; MARTINS et al., 2012).

Chamamos de ozondlise o processo ao qual os Oleos sdo submetidos as

condicGes de ozonizacdo para ter como produto um Oleo ozonizado, ou seja, que
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este 6leo em sua composi¢ao quimica passe a ser portador de moléculas de ozénio
em forma de ozonideos. A reacdo das cadeias de acidos graxos insaturados e a
modificacdo estrutural das moléculas permite também a formacéo de peroxidos de
hidrogénio e de outros perdxidos organicos. Portanto, ao final deste processo, sédo
gerados muitos componentes que irdo conferir ao produto inicial diversas
caracteristicas quimicas que podem ser benéficas e a exemplo disso temos o
potencial antimicrobiano (ALMEIDA et al., 2013; CARDOSO et al., 2021).

As sementes do girassol (Helianthus annuus L.) ddo origem a um 6leo com
grande qualidade nutricional, rico em lipideos e proteinas. Por meio dos processos
tecnoldgicos usados na extracdo e refino do Oleo pode-se classifica-los como:
refinado, semi-refinado e bruto, sendo que no processo de extracao a frio € possivel
preservar a maior integridade do 6leo, pois as sementes ndo sdo submetidas a
outros tratamentos que n&o lavagem, decantagéo, centrifugacdo e filtragem
(CORREIA et al., 2014).

As caracteristicas fisico-quimicas e a composicao de acidos graxos determinam
a qualidade do 6leo. A Anvisa, segundo a resolucédo n°® 481/2021 e IN n° 87/2021,
estabelece a lista de espécies vegetais autorizadas, as designagdes, a composicao
de acidos graxos e os valores maximos de acidez e de indice de peroxidos para
Oleos e gorduras vegetais. Na Farmacopeia Brasileira 0 6leo de girassol esta
descrito como excipiente farmacotécnico, ou seja, € uma substancia que pode ser
empregada com finalidade especifica adicionadas as formulagbes farmacéuticas
gue embora sem acdo farmacolégica carreiam os farmoquimicos para 0s
organismos a que se destinam humano ou veterinario (CORREIA et al., 2014).

O processo de ozondlise do 6leo de girassol e sua caracterizacao foi descrita
por varios autores (DIAZ et al., 2001; DIAZ et al., 2005; DIAZ et al., 2006;
SORIANO; MIGO; MATSUMURA, 2003 a e b; TELLEZ; LOZANO; GOMEZ, 2006;
ALMEIDA et al., 2013). Os indices de acidez (IA), indice de iodo (ll) e indice de
peréxido (IP) séo técnicas analiticas de verificacdo da qualidade de o6leo.

O IA representa a quantidade de acidos graxos livres na amostra e o indice de
iodo (I1) é uma técnica que permite quantificar as insaturagdes presentes no 6leo.
Essa técnica mede a quantidade de I, consumido em 100g de amostra e depende
de varios fatores, como a quantidade de duplas ligacdes carbono-carbono,
condi¢cdes de armazenamento e processos de oxidagdo (ALMEIDA et al., 2013).

Como o ozbnio reage nas duplas ligacdes formando os ozonideos, o niumero de
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insaturacdes dos acidos graxos vai diminuindo, levando, consequentemente, a
diminuicao do indice de iodo, conforme informam Almeida e colaboradores (2013).

O indice de peréxido representa a quantidade de peroxido expresso em
miliequivalentes de oxigénio ativo por quilo de amostra (Almeida, 2013).
Consequentemente, a formacéo desses compostos oxigenados, 0os ozonideos, faz
com o IP aumente (MARTINEZ SANCHEZ; PEREZ-DAVISON; HORWAT
DELAPORTE, 2012).

E possivel observar que o maior tempo de reacio do 0z6nio com 6leo e a adi¢éo
de agua no processo de ozonizagdo conferem melhores resultados. Portanto, o
efeito antibacteriano do 0leo ozonizado esta correlacionado com as condi¢des de

0zonizacao as quais os 6leos sao submetidos (CARDOSO et al., 2021).

3.7A aplicabilidade do 6leo de girassol ozonizado

A diversidade de uso do 6leo de girassol esta vinculada a sua composi¢cao que
possui uma alta concentracao de acido linoleico (48-74%), seguida por acido oleico
(14-39%) e uma menor quantidade de &cido linolénico e outros &cidos graxos
presentes em sua estrutura. Quando vislumbramos tratar o epitélio, o acido linoleico
(w-6 ou n-6) e o acido linolénico (w3 ou n-3) sdo os mais importantes (MOREIRA,;
CURI, MANCINI FILHO, 2002; ZANARDI et al., 2008; FERREIRA et al., 2012).

A associacao das propriedades reparadoras teciduais contidas nos 6leos e a
propriedade bactericida do ozonio tem resultado em avancos no tratamento de
cicatrizacdo feridas quando comparadas a abordagem convencional utilizando
produtos ndo naturais, apontam estudos desenvolvidos em medicina humana e
veterinaria (KHAN et al., 2018; SANCHES,2011; REIS, 2019).

No estudo de Moureu e colaboradores (2015), foram testados 6leos de girassol
com composicédo classica e outro com alto teor oleico, em tempos de ozonizacao
de 1-7h e ozonizados com e sem agua. Os 06leos utilizados demonstraram efeito in
vitro contra as trés principais espécies bacterianas responsaveis pela mastite
bovina, S. aureus, E. coli e Streptococcus uberis. O 6leo ozonizado com agua teve
um melhor desempenho e a condicdo de ozonizacdo demonstrou ter influéncia
significativa sobre a atividade antibacteriana.

Delgado (2015), relata que é habitual na consulta veterinaria casos cronicos e

recorrentes de otite e piodermites causadas por fungos e especialmente pela
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levedura Malassezia pachydermatis, que coloniza orelhas e pele de caes e gatos.
A partir desta constatacéo, conduziu um estudo com 25 casos clinicos divididos em
dois grupos, otites e piodermites com presenca confirmada desta levedura e os
tratou topicamente com 0leo de girassol ozonizado durante 15 dias. Foi observada
melhora clinica de todos os casos em torno de 80% e demonstrada a eficacia do
Oleo sobre M. pachydermatis.

Em pesquisa sobre o uso de 6leos in natura e ozonizados, Guimaraes; de
Oliveira e Kozusny-Andreani (2020) testaram a eficacia destes no controle in vitro
de Sporothrix schenckii, agente etiologico da esporotricose, uma infec¢cdo que
acomete humanos e varios animais, considerada emergente em varios paises e de
dificil tratamento pois exige uso sistémico e prolongado de antifungicos. Como
resultado, concluiram que, dentre os éleos testados, o de girassol ozonizado foi um
dos mais eficazes no controle do S. schenckii, demonstrando a possibilidade de ser
utilizado como alternativa de tratamento.

De forma corrente as formulagdes com 6leo ozonizado tém sido mais
largamente empregadas para inibicdo de fungos e leveduras. Seu potencial
antibacteriano ja foi descrito, porém estudos com grupos bacterianos especificos
precisam ser melhor investigados e a expansdo cientifica que reforca as
concentracdes de ozonio empregadas nas formulacdes oleosas para tratamento de

afeccBes de pele ainda sdo escassas e necessarias.
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5 CAPITULO?2
Artigo

(Artigo formatado segundo as normas da revista Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia)

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DA
PROPOLIS EM Staphylococcus pseudintermedius MULTIDROGA RESISTENTE
ISOLADOS DE OTITE E PIODERMITE SUPERFICIAL DE CAES

Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar a sensibilidade in vitro de S. pseudintermedius
multidroga resistente (MDR) frente ao extrato alcoolico de propolis marrom a 30%, obtido
na regido de Terenos/MS. Para verificar a atividade antimicrobiana in vitro da propolis, 48
isolados foram submetidos a técnica de microdiluicdo em placa, com concentracBes de
prépolis variando de 100 a 1,5%. A exposicao foi avaliada em dois tempos de a¢do 1hora/24
horas e testados para determinar a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM). A propolis com
acao em 1 hora demonstrou a variacdo da CIM entre 12,5% e 75% e com a¢do em 24 horas
1,5% e 50%, o efeito bactericida ocorreu em ambos os tempos. A média das concentracdes
inibitérias minimas foi de 30,7 (x14,2) para agdo em 1 hora e 18,6 (£13,9) na acdo em 24
horas, indicando uma diferenga média significativa (GLMM Gamma: ¥*> = 19.33, P <0.001).
Esta correlacdo contribuiu para a validacéo da teoria de que um maior tempo de contato é
necessario para resultados mais eficientes frente a amostras de S. pseudintermedius MDR.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana, cées, perfil antimicrobiano, prépolis marrom,

resisténcia.

Abstract

The present study aimed to evaluate the in vitro sensitivity of multidrug resistant S.
pseudintermedius (MDR) against the alcoholic extract of brown prépolis (30%) obtained in
the region of Terenos/MS. To verify the in vitro antimicrobial activity of propolis, 48 isolates
were submitted to the microdilution plate technique, with propolis concentrations ranging
from 100 to 1.5%. Exposure was evaluated at 1 hour/24 hour action times and tested to

determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). Propolis with action in 1 hour
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showed a variation of MIC between 12.5% and 75% and with action in 24 hours 1.5% and
50%, the bactericidal effect occurred at both times. The mean minimum inhibitory
concentrations were 30.7 (£14.2) for action at 1 hour and 18.6 (£13.9) for action at 24 hours,
indicating a significant mean difference (GLMM Gamma: y* = 19.33 , P < 0.001). This
correlation contributed to the validation of the theory that a longer contact time is necessary
for more efficient results against S. pseudintermedius MDR samples.

Key words: Antimicrobial activity, dogs, antimicrobial profile, brown propolis, resistance.

Introducéo

Em cdes os processos bacterianos que acometem orelha e pele (otite e piodermites
superficiais) sdo um problema recorrente e responsaveis por cerca de 20 a 75% dos
atendimentos clinicos em medicina veterindria. Os principais agentes envolvidos nestes
processos infecciosos sdo as bactérias do género Staphylococcus que tém apresentado uma
elevada taxa de resisténcia aos antimicrobianos disponiveis para o tratamento de animais de
companhia (Hill et al., 2006; Marinho, 2020).

Os fatores de viruléncia como: producao de coagulase, presenca de capsula, producao
de toxinas hemoliticas, enterotoxinas, lipases, proteases e a presenca de proteina M na parede
celular dos Staphylococcus spp. permitiram definir os membros do género entre espécies
patogénicas e oportunistas e determinam o seu potencial para causar infecgdes (Mcvey et
al., 2016). S. pseudintermedius, € reconhecido como principal agente em isolados oriundos
de otites e piodermites superficiais em cdes (Bond e Loeffler 2012; Bannhoer e Guardabassi,
2012).

A deteccdo de cepas do S. pseudintermedius resistentes a muitas classes de
antimicrobianos (multidroga resistentes — MDR) ja foi descrita, bem como seu potencial
zoonOtico e é consenso que a transmissdo interespécies € fator determinante para o
desenvolvimento de cepas multirresistentes (Weese e Van Duijkeren, 2011; Kadlec e
Schwarz, 2012;).

A necessidade de minimizar o uso ou até mesmo substituir o uso dos farmacos
antimicrobianos é uma preocupacao mundial. Pesquisas com compostos naturais apontam a
propolis como detentora de um grande potencial bioldgico que pode agir em sinergismo com
farmacos e também atuar isoladamente apresentando ampla variedade de propriedades
devido a sua complexa composi¢do quimica. A acdo antimicrobiana da prépolis sobre



776
i
778
779
780
781
782
783
784
785

786

787

788
789
790
791
792
793
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808

29

bactérias Gram-positivas é descrita como mais efetiva se comparada as Gram-negativas
(Marcucci et al., 2001; Lustosa et al., 2008).

Estudos com a finalidade de apontar compostos naturais com capacidade
antibacteriana tém sido objeto de grande interesse por parte dos cientistas. Considerando a
importancia clinica das piodermites e otites na casuistica de atendimentos em clinicas de
pequenos animais e 0 aumento da deteccdo da multirresisténcia do mais comum agente
causador de distarbios cutaneos, o objetivo deste estudo foi avaliar a sensibilidade de
isolados do S. pseudintermedius MDR frente a acdo bactericida do extrato alcodlico da

prépolis marrom.

Material e Métodos
Amostras

As bactérias utilizadas no estudo foram provenientes da colecdo bioldgica, do
Laboratorio de Bacteriologia (LABAC) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (FAMEZ/UFMS). Esta colecdo esta
cadastrada no SISGEN sob o nimero C69392 e as amostras selecionadas foram obtidas de
processos clinicos infecciosos superficiais de pele e orelha em cdes domésticos. Estas
amostras foram classificadas como S. pseudintermedius apos realizagdo de analises
morfotintoriais e caracteristicas bioquimicas em meios especificos, além da fonte animal
original de isolamento.

Foram usadas 48 amostras de S.pseudintermedius MDR, caracterizado o perfil de
resisténcia por meio da analise das fichas clinicas e laudos de exames. A técnica usada pelo
laboratério para os testes de sensibilidade a antimicrobianos (TSA) € a técnica de disco
difusdo, conforme orientacdo do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
(Marinho, 2020) e classificados segundo a metodologia proposta por Schwarz et al., 2010.
Todas as 48 amostras foram testadas para: Gentamicina, amoxacilina-clavulanato,
cefovecina, cefalexina, azitromicina, polimixina B, enrofloxacina, norfloxacina, sulfazotrim
e doxiciclina.

As amostras bacterianas, inicialmente mantidas congeladas, foram reativadas em
caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e o teste de pureza e viabilidade realizado em agar
BHI e agar manitol salgado. Foram escolhidas algumas coldnias bem isoladas que foram
repicadas em caldo Mueller Hinton. A padronizagdo do indculo foi realizada pela

equiparacdo da turvacdo do repique com o tubo 0,5 da escala de Mac Farland, que
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corresponde ao nimero de 1,5 x 108 bactérias/mL. Esse indculo foi usado para avaliar o

potencial inibitdério do extrato alcodlico da propolis.

Obtencdo do extrato da propolis marrom

A propolis bruta foi coletada nos meses de novembro do ano de 2018 a margo de
2019 a partir de 15 colmeias da abelha Apis melifera, instaladas no Apiario Experimental da
Fazenda Escola da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, situada no municipio de Terenos/MS, 20°26°34°’S 54°50°27°°0,
com 530,7 m de altitude. A regido tem como fontes vegetais as plantas apicolas da regido
Cecropia pachystachya, Mangifera indica, Tabebuia caraiba, e Vernonia polyanthes e sua
classificacdo foi definida em estudo de Gomes et al., (2016).

Para obtencdo do extrato etanolico a 30%, o material resultante da coleta mensal foi
pesado em quantidades iguais e homogeneizado em liquidificador para obtencao de um pool,
a metodologia aplicada esta descrita na Instrucdo Normativa n°® 3, de 19/01/2001, do
Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (Brasil, 2001). Posteriormente foi filtrada em papel de filtro,
obtendo-se uma solugdo estoque a qual foi armazenada em frasco ambar e conservada em
temperatura ambiente.

O extrato etano6lico de propolis marrom utilizado possui parametros fisico-quimicos
(cera, residuo seco, fendis e flavonoides totais) que atendem as especificacbes adotados pela
legislacdo brasileira vigente e avaliados segundo a metodologia descrita por Funari e Ferro
(2006).

Atividade antibacteriana do extrato alcoolico de prépolis em uma hora e vinte e
guatro horas

A atividade antibacteriana do extrato alcodlico de prépolis marrom foi investigada
por meio da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), pela técnica de
sensibilidade por microdiluicdo em caldo, segundo protocolo descrito por Winn Junior e
colaboradores (2010), com modificacdes.

O extrato previamente preparado foi testado na concentracéo inicial (300.000 pg/ml)
e diluido sucessivamente em caldo Muller Hinton (MH), utilizando microplacas, nas
proporgdes 225.000pg/ml, 150.000 pg/ml, 75.000 pg/ml, 37.500 pg/ml, 18.750 pg/ml,
9.375 pg/ml e 4.685 pg/ml. A cada diluicdo adicionou-se 10 pL do indculo bacteriano.
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As placas de microtitulagdo de 96 pocos contendo indculo, e as diferentes
concentracOes do extrato diluidas, foram incubadas em estufa a 37°C por uma hora. Apos
esta etapa todos os pogos foram semeados em placas de agar MH as quais foram incubadas
a 37°C overnight. A leitura das placas foi realizada pela observacdo do crescimento das
coldnias. As mesmas placas de microtitulagdo de 96 pogos contendo indculo, e as diferentes
concentracOes do extrato, foram mantidas incubadas em estufa a 37°C por 24 horas +/-6h.
Novamente todos os po¢os foram semeados em placas de agar BHI e incubadas a 37°C
overnight. A leitura das placas foi realizada pela observagéo do crescimento das coldnias.
Foi considerada eficiente a menor concentracdo na qual ndo houve qualquer tipo de
crescimento bacteriano.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata, empregando como controles uma
cepa S. aureus (ATCC 25923), um isolado clinico S. pseudintermedius ndo MDR. Também
foi feito controle da viabilidade do indculo, possivel acdo inibitéria do solvente da propolis

(alcool de cereais) e a esterilidade do extrato.

Analise de dados

Para determinar se ocorreu diferenca média significativa na Concentracdo Inibitéria
Minima pela acdo do extrato de propolis em dois tempos distintos (uma hora e 24 horas apds
0 periodo de incubagdo) foram construidos Modelos Gerais Linearizados Mistos (GLMM,
funcdo glmmPQL, pacote MASS, Venables e Ripley, 2002). Esse método de analise foi
escolhido devido ao argumento na funcédo [correlation=corAR1()] que faz a correcdo para
dados repetidos no tempo, desta forma, controlando possiveis efeitos de autocorrelacdo
temporal. Foi utilizada a distribuicdo de erros Gamma devido os valores da MIC serem
continuos e positivos. Esta analise foi feita em ambiente R de programacdo (R Core Team
2022).

Resultados e Discussdo
Perfil de resisténcia das amostras S.pseudintermedius MDR.

A anélise das fichas e laudos de exames, realizados previamente pelo LABAC,
permitiu determinar o perfil de resisténcia e sensibilidade dos isolados as classes dos
antimicrobianos. Verificou-se que: 31,25% deles foram resistentes a trés classes de

antimicrobianos, 22,92% a quatro classes, 25,00% a cinco classes, 14,58% a seis classes e
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6,25% a sete classes. O resultado do perfil de resisténcia as classes antimicrobianas testadas

estd demonstrado na Fig.1.
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Figura 1 Perfil de resisténcia dos isolados de S. pseudintermedius a sete classes de
antimicrobianos. (01) Aminoglicosideos, (02) pB- lactdmicos, (03) Macrolideos, (04) Polipeptideos, (05)
Quinolonas, (06) Sulfonamidas+ trimetoprima e (07) Tetraciclinas. Valores %

Quanto a caracterizacdo do perfil de resisténcia do S.pseudintermedius MDR para 0s
farmacos antimicrobianos e suas respectivas classes, a prevaléncia da resisténcia para classe
das tetraciclinas (Doxiciclina/ DOX) 93,75% ja é apontada de maneira recorrente em
medicina veterinaria e pode-se afirmar que esta classe antimicrobiana ndo possui valor
terapéutico quando direcionada para tratamento de otite e piodermites superficiais em caes.
A resisténcia de uma cepa bacteriana a qualquer um dos membros da classe pode resultar em
resisténcia cruzada as outras tetraciclinas, portanto, € muito provavel que os isolados
resistentes a doxiciclina sejam também resistentes a oxitetraciclina (Brunton et al., 2010;
Marinho, 2020).

A elevada resisténcia as sulfonamidas associada a trimetoprima (Sulfazotrim/ SUT),
encontrada nos isolados de S. pseudintermedius (85,42%) também foi descrita por Giacoboni
et al., (2017). Esta resisténcia pode ser adquirida por mutacao aleatdria ou relacionada a
presenca e transferéncia de plasmideos (fragmentos de DNA auto- replicantes) que
propiciam a propagacdo de fatores de resisténcia (fator R). Os genes de resisténcia podem
ser acumulados nos plasmideos e a transferéncia e propagacao da informacdo pode ocorrer
inclusive entre diferentes géneros e espécies bacterianas (Tortora et al., 2005, p.240-241,
Kadlec e Schwarz, 2012).

A resisténcia as quinolonas (Enrofloxacino/ EN, norfloxacina/ NOR) 79,17% e aos
macrolideos (azitromicina/ AZT) 60,42% é amplamente relatada para estafilococos. Para as
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quinolonas ainda ndo existem mecanismos de inativagao descritos e apesar de apresentarem
boa atividade contra estafilococos sdo inativas em cepas resistentes a meticilina e se
utilizadas isoladamente sdo menos eficazes. J& os macrolideos segundo Brunton et al.,
(2010) nao podem mais ser usados de modo confiavel, a ndo ser que a sua sensibilidade in
vitro tenha sido documentada.

O perfil de resisténcia detectado nas amostras de S. pseudintermedius corrobora com
a afirmacdo de diversos autores sobre os elevados indices de resisténcia as varias classes de
antimicrobianos (Van Duijkeren et al., 2011; Kadlec e Schwarz, 2012).

A sensibilidade detectada para os B-lactamicos, em primeiro para amoxicilina + acido
clavulanico/AMC, conflui com estudo de Marinho (2020) e pode ser atribuido a acdo
ampliada desta penicilina que associada ao inibidor da betalactamase age de maneira
semelhante as cefalosporinas, tanto é que, para cefalexina (CFE) e cefovecina (CFV) as
amostras também demonstraram sensibilidade. Estes fArmacos atuam inibindo a sintese do
peptidoglicano e agem em outras proteinas de ligacdo da penicilina (PBP) interferindo na
divisdo, conformacdo e outros processos essenciais. De maneira geral esta classe de
antimicrobiano é mais ativa nas bactérias em fase logaritmica de crescimento.

Sobre a sensibilidade a polipeptideos 75% (polimixina/ POL), estes farmacos
apresentam caracteristicas moleculares especificas, alta nefrotoxicidade e sdo indicados
apenas para terapias topicas, eles interagem com fosfolipides e aumentam a permeabilidade
das membranas, j& os aminoglicosideos sdo direcionados para terapia de agentes gram-
negativos, ndo devem ser utilizados como medicagdo Unica para infeccbes causadas por
Gram-positivos e se associados a ativos que agem contra a parede celular produzem efeito
bactericida contra estafilococos (Brunton et al., 2010).

Considerando o mecanismo de agdo dos compostos 0S quais as amostras
apresentaram maior resisténcia, pode-se afirmar que para os isolados de S. pseudintermedius
caracterizados neste estudo, as tetraciclinas, sulfonamidas associada a trimetoprima,
macrolideos e quinolonas ndo sdo opgdes terapéuticas validas, bem como polipeptideos e
aminoglicosideos. Restando apenas a classe dos B-lactamicos como capazes de apresentar
alguma acdo antimicrobiana satisfatdria sobre estas amostras MDR.

Os resultados do perfil de suscetibilidade dos 48 isolados de S. pseudintermedius

MDR oriundos de afecc¢des de orelha e pele de cées estéo representados na Fig. 2.
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Figura 2. Resultado da avaliacdo de sensibilidade aos compostos antimicrobianos para amostras de
Staphylococcus pseudintermedius. GEN: gentamicina , AMC: amoxicilina + &cido clavulanico, CFV:
cefovecina, CFE: cefalexina, AZT: azitromicina, POL: polimixina, EN: enrofloxacino, NOR: norfloxacina,
SUT: sulfazotrim, DOX: doxiciclina. VValores em %.

Extrato alcodlico de prépolis

O extrato alcodlico de prépolis (EAP) produzido na fazenda escola UFMS, municipio
de Terenos, MS, utilizado neste estudo, foi previamente caracterizado por Gomes et al.,
(2016) utilizando a metodologia descrita por Funari e Ferro (2006) e em conformidade com
a legislacao vigente (BRASIL, 2001). Os aspectos fisicos como coloracao, aspecto resinoso
e rigidez permitiram caracterizar, indubitavelmente, como pertencente a variedade marrom.

Recentemente, trabalho efetuado com a prépolis da mesma localizagdo feito por
Ferraz (2020), identificou a possivel contribui¢cdo da Cecropia pachystachya, Mangifera
indica, Tabebuia caraiba, e Vernonia polyanthes como principais fontes vegetais,
relacionando compostos bioativos presentes nas plantas com os compostos encontrados no
extrato e definindo seus principais constituintes: flavondides, terpenodides e compostos
fenolicos.

Segundo Machado et al., (2016), que avaliaram composicdo quimica e atividade
bioldgica de extratos de propolis marrom, verde e vermelha, de diferentes regies do Brasil,
ha grande controvérsia em relacdo ao teor de flavondides e geralmente os acidos fendlicos
séo mais abundantes. Esse evento foi evidenciado por Gomes et al., (2016) na caracterizacdo
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deste EAP que possui niveis de compostos fendlicos semelhantes a Buriol et al. (2009)
contudo, nivel de flavonoéides superior.

Os dados de composicgédo previamente descrita da propolis da Fazenda Escola/UFMS,
estdo em total concordancia com perfil descrito sobre a composi¢do quimica geral da
propolis brasileira, a qual é considerada a mais extensivamente estudada. Mesmo
considerando a grande extensao territorial do pais, os estudos com prépolis revelam que a
variedade marrom contém a presenca de galangina, pinocembrina, crisina, apigenina e
pinobanksina, sendo todos esses compostos pertencentes a categoria dos flavanoides
(ZULHENDRI et al., 2021).

O EAP a 30% deste estudo adota as caracteristicas fisicas e quimicas pré-
estabelecidas que permanecem como primeiras descritas para propolis da regido de
Terenos/MS e as andlises quantitativas acerca da composi¢do quimica ainda ndo foram
realizadas. Porém, considerando que a area destinada a manutencéo do apiario estd em uma
reserva de cerrado, e que ndo houve alteracao significativa na flora local nas Gltimas décadas,
presume-se a manutencdo do perfil bioguimico da propolis obtida da regido, conforme
indicado pelos estudos de composic¢ao quimica realizados nos ultimos anos (Gomes et al.,
2016; Ferraz, 2020).

Testes de inibigdo pelo extrato alcodlico de propolis

Quanto a atividade bioldgica do EAP ¢é consenso que a agao da propolis é mais efetiva
em bactérias Gram-positivas e esta atividade estd atribuida a constituicdo da parede
bacteriana que para 0s micro-organismos Gram-positivos possui uma espessura de 50 a 100
moléculas de peptidoglicano, enquanto nas Gram-negativas esta espessura é de apenas uma
ou duas moléculas (Marcucci et al., 2001; Vargas et al., 2004).

Outra possibilidade adicional ja investigada sobre esse evento é o fato de que as
bactérias Gram positivas possuem menor carga elétrica negativa em sua superficie,
comparadas as Gram negativas, permitindo maior afinidade da propolis com essas células
(HALDER et al., 2015)

Dos 48 isolados de S. pseudintermedius MDR submetidos a avaliagédo da agéo da
prépolis nos dois tempos (1 e 24 horas), 32 (66,67%) apresentaram reducdo na MIC apds
maior tempo de incubacéo, 12 (25,00%) ndo apresentaram modificacGes nas concentracdes

obtidas inicialmente e 04 (8,33%) isolados demonstraram aumento da MIC no segundo
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tempo. O resultado das concentragBes inibitorias minimas por amostra testada estd
demonstrado na Fig. 3 (a).

A concentracao inibitoria minima obtida para agdo do EAP frente aos 48 isolados de
S. pseudintermedius MDR em 1 hora variou de 12,5% (37.500pg/mL) a 75%
(225.000pug/mL), com média de 30,7% (£14,2). O maior nimero das amostras, totalizando
35 (72,92%) teve inibicdo em concentracBes abaixo da média e a maior densidade de dados
esta representada por 29 (60,42%) isolados inibidos com MIC <25 conforme demonstrado
na Fig. 3 (b).

Para acdo em 24 horas a concentragdo inibitéria minima variou de 1,5%
(4.685ug/mL) a 50% (150.000ug/mL), com media de 18,6 (x13,9). O total de 25 (52,09%)
isolados foram inibidos em concentracBGes abaixo da meédia (representados na Fig.3 (b)).
Estes resultados foram superiores aos apresentados por Gomes et al., (2016) frente a
bactérias do género Staphylococcus de procedéncia canina e bovina, com EAP oriundo da
mesma localidade, porém com maior concentracdo (35%).

A média de concentracdo do EAP que teve efeito inibidor, 30,7 (+14,2) € 18,6 (£13,9)
para tempos 1h e 24h, respectivamente, apresentou diferenca significativa (GLMM Gamma:
> =19.33,P <0.001, Fig. 3 b).

Esta diferenca média significativa conflui com resultados de Picoli et al., (2016) que
analisaram a acdo da prépolis marrom da regido sul do Brasil em micro-organismos
causadores de mastite bovina, em diferentes tempos e concentragdes inibitorias, obtendo
resultados de eliminagéo para Staphylococcus spp. no tempo de exposi¢do de duas horas na
concentracdo de 25mg/mL, afirmando que a inibicdo é maior em funcdo do tempo de
exposicdo ao tratamento. Os dados deste estudo encontram-se na mesma faixa de inibigéo

que demonstramos.
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Figura 3 (a) Distribuicdo dos valores de Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) em 48 isolados S.
pseudintermedius MDR. Os circulos verdes correspondem a concentragdo inicial obtida no tempo 1, e os
circulos rosa correspondem a concentracdo obtida no tempo 2. Um Unico circulo corresponde a auséncia de
variacdo na concentragdo inibitoria minima em fungéo do tempo. (b) Médias (+dp) da concentracéo inibitéria
minima em fungdo do tempo de incubacéo pela acdo do extrato de propolis. Os pontos em vermelho atras das
médias e desvios padréo representam os valores brutos, e a area em cinza é a densidade da distribuicdo dos

pontos.

Para o grupo controle, S. aureus ATCC 25923 e S.pseudintermedius ndo MDR 0s
valores da concentracdo inibitéria minima estdo exibidos na Tab. 1 e pode-se afirmar que
ambos foram inibidos em concentracdes abaixo das médias obtidas para S. pseudintermedius
MDR nos dois tempos de a¢do. O parametro comparativo deste resultado € mais relevante

para acdo em 24 horas, que é a metodologia aplicada nos estudos pela maioria dos autores.

Tabela 1.Valores da concentracéo inibitéria minima para o grupo controle de Staphylococcus. Valores em %

Isolado Proépolis 1hora Prépolis 24 horas
S. aureus ATCC 25923 <25 <06
S.pseudintermedius ndo MDR <25 <12




1024
1025
1026
1027
1028
1029
1030
1031
1032
1033
1034
1035
1036
1037
1038
1039
1040
1041
1042
1043
1044
1045
1046
1047
1048
1049
1050
1051
1052
1053
1054
1055
1056
1057

38

Sinhorini et al., (2014), para extrato de propolis comercial, referem sensibilidade
para cepa padrdo S. aureus ATCC 25923 de 0,25%, valor esse inferior ao resultado
apresentado no presente estudo.

Dantas-Silva et al., (2017) avaliaram as atividades bioldgicas da prépolis verde,
vermelha e marrom, produzidas em varias regides do Brasil. A propolis marrom dos estados
de SC, PR e RS ndo apresentaram bom desempenho para cepas ATCC de S. aureus, com
valores inibitorios acima de >1000ug/mL %, mais uma vez indicando que fatores como
tempo de acdo, metodologia e a diversidade da composi¢do quimica do EAP, dificultam os
pardmetros comparativos, mesmo quando direcionados para cepas padrdo. No estudo citado
a propolis vermelha apresentou desempenho superior nos parametros avaliados. Em
concordancia com Machado et al., (2016), pode-se supor que 0S cOmpostos responsaveis
pela acdo antimicrobiana significativa sejam os constituintes fendlicos, pois, 0 EAP de
prépolis marrom comparado ao extrato da prépolis vermelha apresenta menor acéo
antimicrobiana.

A atividade inibitoria de um extrato de propolis, do estado da Bahia, foi avaliada por
Santos et al., (2019) frente a isolados de Staphylococcus de mastite caprina. Os autores
testaram diferentes solventes e verificaram que o extrato alcdolico teve melhor desempenho
que o extrato acetato e o hexanico. Esse estudo confirma que o tipo de processamento para
obtencdo e extracdo do composto préopolis também tem influéncia direta sobre sua atividade
bioldgica, podendo favorecer a atividade de alguns compostos em detrimento a outros. Neste
caso, a extracdo alcoolica favoreceu a presenca de compostos antibacterianos levando a
inibicdo dos isolados com CIM que variou de 97-12500ug/mL.

Outro fator a se indicar sobre processamento dos extratos, e sua relagdo com
eficiéncia, é o fator concentragéo inicial ou processada. Em geral os estudos sao realizados
com extratos cuja concentragao inicial varia entre 25 a 35%. Em alguns trabalhos pode ser
adotado o método de efetuar a concentragdo do extrato ap6s sua obtencdo, sendo esperado
que, diante da diferenca de processamento, ocorra variacao na atividade bioldgica.

O EAP de propolis verde foi avaliado na inibicdo de S. pseudointermedius, de dois
isolados clinicos de cées, em estudo realizado por Barbosa et al., (2022). O estudo alcangou
CIM de 0,156mg/mL para os dois isolados. Este valor indica que o referido EAP teve grande
eficiéncia na inibi¢do in vitro, sendo consideravelmente mais ativo que o extrato que
avaliamos de propolis marrom. Os autores empregaram uma etapa de evaporacdo para
concentracdo do extrato antes dos ensaios. Considerando esse processo, além da diferenca

na classificacdo da propolis, € possivel perceber que a propolis possui identidade propria,



1058
1059
1060
1061
1062
1063
1064
1065
1066
1067
1068
1069
1070
1071
1072
1073
1074
1075
1076
1077
1078
1079
1080
1081
1082
1083
1084
1085
1086
1087
1088
1089
1090
1091

39

nado sendo possivel ter um padréo unico de atividade biol6gica. Porém é possivel, a partir do
conhecimento de sua composicdo, empregar diferentes estratégias para otimizacao da
eficiéncia. Isso pode incluir o tipo de formulacéo, diferentes veiculos ou associagdo com
ouros compostos.

O diferencial no estudo aqui apresentado é o fato de que todas as amostras testadas,
sdo de origem clinica e MDR. O EAP que foi avaliado, em geral, teve desempenho inferior
se comparado a outros estudos realizados em outras regides do pais ou do mundo. Porém é
importante notar que a maior resisténcia das amostras ao EAP pode ter correlagdo com a
resisténcia prévia a antimicrobianos convencionais. Este ndo é um evento facil de ser
comprovado uma vez que 0 mecanismo exato de acao da prépolis ndo esta completamente
elucidado. H& um consenso sobre alguns desses possiveis modos de a¢cdo, como por exemplo
0 aumento da permeabilidade de membrana, inibicdo da producdo de ATP, reducdo da
mobilidade bacteriana, alteragdo no potencial de membrana e interferéncia no processo de
sintese de DNA e RNA (PRZYBYLEK e KARPISNKI, 2019; ALMUHAY AWI, 2020).

Considerando que amostras bacterianas MDR podem sofrer alteracfes estruturais,
nota-se a necessidade de estudos complementares para aprofundar a investigacdo sobre a
possibilidade de correlacdo entre aquisicdo de resisténcia a antimicrobianos e menor
sensibilidade a acdo de um composto que atua como a propolis.

O potencial terapéutico da propolis em formulacGes para uso tépico foi investigado
in vivo, em estudo que avaliou seu efeito em cées portadores de otite, em tratamento durante
14 dias. O grupo controle, também portador da infeccdo, recebeu solucdo placebo, com a
mesma frequéncia e pelo mesmo periodo de tempo. Ao comparar a evolugdo clinica e
parametros de diagndstico microbiol6gico, os autores constataram que houve eliminagéo da
infeccdo no grupo teste (71%) em comparacdo ao grupo controle, no qual ndo houve
recuperacdo de nenhum dos animais. O estudo também verificou a auséncia de reacGes
adversas, demonstrando seguranga no uso da formulacdo (LOZINA et al., 2010).

Importante destacar que todos os estudos empregando propolis nativa, contribuem
para validar o potencial uso dessa substancia no controle de infec¢bes superficiais. No
entanto, devemos observar que a propolis verde, assim como a vermelha, tem sua presenca
assinalada em regides especificas no Brasil, dificultando o alcance amplo do seu uso. Dessa
forma, ressaltamos que avaliar a propolis de forma regionalizada contribui para o
conhecimento do seu potencial uso e possibilidades de aplicacdo em terapias direcionadas,
gerando além dos beneficios diretos esperados, a possibilidade de se estabelecer uma cadeia

de producdo com impacto social e econdémico.
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Adicionalmente os testes em linhagens bacterianas de origem animal séo escassos, a
investigacdo da agdo bacteriostatica e bactericida, bem como a diversidade quimica da

prépolis marrom oriunda da regido de Terenos/ MS podem ser objeto de estudos futuros.

Conclusao

As cepas bacterianas de S. pseudintermedius MDR caracterizadas neste estudo
apresentam elevado grau de resisténcia para as classes antimicrobianas comumente
empregadas no tratamento de otite e piodermite superficial em caes.

A prépolis marrom da regido de Terenos/ MS apresenta potencial bactericida frente
as amostras de S. pseudintermedius MDR e este potencial é ampliado em funcéo do tempo

de acdo.
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6 CAPITULO 3
Artigo

(Artigo formatado segundo as normas da revista Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia)

AVALIAC;AO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DO OLEO DE
GIRASSOL OZONIZADO EM Staphylococcus pseudintermedius MULTIDROGA
RESISTENTE ISOLADOS DE OTITE E PIODERMITE SUPERFICIAL DE CAES

Resumo

O ozbnio é um gas cujas propriedades ja foram descritas, podendo se destacar sua
acdo desinfetante, bactericida, fungicida, viricida, capaz de ativar o sistema enzimatico e
melhorar as propriedades hematologicas e circulatérias. Ao ser adicionado a um veiculo
oleoso € possivel obter beneficios adicionais na terapia topica de afec¢fes. O presente estudo
teve como objetivo avaliar a sensibilidade in vitro de S. pseudintermedius multidroga
resistente (MDR) frente ao Oleo de girassol ozonizado. Para verificar a atividade
antimicrobiana in vitro, 48 isolados clinicos, oriundos de otite e piodermites de caes, foram
submetidos a técnica de microdiluicdo em placa, para determinacdo da concentracdo
inibitéria minima (CIM). O dleo de girassol submetido ao processo de ozonolise por 12
horas, foi diluido em concentrac@es de 100 a 1,5%. As amostras submetidas ao teste com o
6leo foram inibidas com CIM que variou entre 3% e 50%. Este resultado é compativel com
efeito bactericida do 6leo de girassol ozonizado, o que pode ser de interesse para terapia
topica empregada nos tratamentos de afeccbes superficiais de pele em cées.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, 6leo de girassol, 0zonio, caes.

Abstract

Ozone is a gas whose properties have already been described, highlighting its
disinfectant, bactericidal, fungicidal, viricidal action, capable of activating the enzymatic
system and improving hematological and circulatory properties. When added to an oil
vehicle, additional benefits can be gained in topical therapy of conditions. The present study
aimed to evaluate the in vitro sensitivity of multidrug resistance (MDR) of S.
pseudintermedius against ozonated sunflower oil. To verify the antimicrobial activity in
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vitro, 48 clinical isolates of otitis and pyoderma from dogs were submitted to the
microdilution plate technique to determine the minimum inhibitory concentration (MIC).
Sunflower oil was subjected to the ozonolysis process for 12 hours, then it was diluted in
concentrations from 100 to 1.5%. The samples submitted to the test with the oil were
inhibited with MIC that varied between 3% and 50%. This result is compatible with the
bactericidal effect of ozonated sunflower oil, which may be of interest for topical therapy
used in the treatment of superficial skin disorders in dogs.

Key words: Antimicrobial activity, sunflower oil, ozone, dogs,

Introducéo

Os processos bacterianos que acometem orelha e pele (otite e piodermites
superficiais) em cédes sdo um problema recorrente e responsaveis por cerca de 20 a 75% dos
atendimentos clinicos em medicina veterindria. Os principais agentes envolvidos nestes
processos infecciosos sdo as bactérias do género Staphylococcus que tém apresentado uma
elevada taxa de resisténcia aos antimicrobianos disponiveis para o tratamento de animais de
companhia (Hill et al., 2006; Marinho, 2020).

Os fatores de viruléncia como: producédo de coagulase, presenca de capsula, producao
de toxinas hemoliticas, enterotoxinas, lipases, proteases e a presenca de proteina M na parede
celular dos Staphylococcus spp. permitiram definir os membros do género entre espécies
patogénicas e oportunistas e determinam o seu potencial para causar infecgbes (Mcvey et
al., 2016).

Em medicina veterinaria podemos dar énfase e classificar diferentes espécies do
grupo dos estafilococos, a exemplo disto, temos o S. pseudintermedius, tido como principal
agente em isolados oriundos de otites e piodermites superficiais em cées (Bond e Loeffler
2012; Bannhoer e Guardabassi, 2012).

A deteccdo de cepas do S. pseudintermedius resistentes a muitas classes de
antimicrobianos ja foi descrita, bem como seu potencial zoon6tico e € consenso que a
transmissdo interespécies € fator determinante para o desenvolvimento de cepas
multirresistentes (Kadlec e Schwarz, 2012; Weese e Van Duijkeren, 2011).

A necessidade de minimizar o uso ou até mesmo substituir o uso dos farmacos
antimicrobianos é uma preocupacdo mundial, A acdo antimicrobiana do 6leo de girassol
ozonizado possui um amplo espectro que inclui cepas bacterianas resistentes Gram- positivas

e negativas (Sechi et al., 2001).
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Estudos com a finalidade de apontar compostos com capacidade antibacteriana tém
sido objeto de grande interesse por parte dos cientistas. Considerando a importancia clinica
das piodermites e otites na casuistica de atendimentos em clinicas de pequenos animais e 0
aumento da detecgdo da multirresisténcia do mais comum agente causador de disturbios
cutaneos, o objetivo deste estudo foi avaliar a sensibilidade de isolados do S.

pseudintermedius MDR frente a acdo do 6leo de girassol ozonizado.

Material e Métodos
Amostras

As bactérias utilizadas no estudo foram provenientes da colecdo bioldgica, do
Laboratério de Bacteriologia da FAMEZ/UFMS, cadastrada no SISGEN sob o nimero C
69392 e obtidas de processos clinicos infecciosos superficiais de pele e orelha em cées
domeésticos. Foram usadas 48 amostras de S.pseudintermedius MDR com perfil de
resisténcia previamente caracterizado por meio da técnica de disco difusdo conforme
orientagdo do CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (Marinho, 2020) e

classificados segundo a metodologia proposta por Schwarz et al., 2010.

Reativagdo das amostras bacterianas

As amostras bacterianas foram reativadas em caldo infusdo de cérebro e coragédo
(BHI) e o teste de pureza e viabilidade realizado em agar BHI e agar manitol salgado. Foram
escolhidas algumas col6nias bem isoladas que foram repicadas em caldo Mueller Hinton. A
padronizacdo do indculo foi realizada pela equiparacao da turvacdo do repique com o tubo
0,5 da escala de Mac Farland, que corresponde ao niimero de 1,5 x 108 bactérias/mL. Esse

inoculo foi usado para avaliar o potencial inibitério do 6leo de girassol ozonizado.

Obtencao do 6leo ozonizado

O 6leo ozonizado foi produzido no Laboratério de Pesquisa 2 do INQUI/UFMS, em
Campo Grande, MS. Foi utilizado 6leo de girassol industrializado prensado a frio, que foi
submetido a aparelho gerador de ozonio modelo Ozonofil (JES0009 DISULFIL). Para
ozonizagdao foi usado um reator de coluna de bolhas com capacidade de 150 mL de fluido,
que foi mantido no aparelho por 12 horas a temperatura de 22°C. Antes do uso nos testes de

inibicdo bacteriana o 6leo de girassol foi submetido a analise fisico-quimica e determinado
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os indices de: acidez (IA), iodo (II) e peroxido (IP) iniciais e ap6s ozondlise. O

armazenamento foi realizado em frasco ambar e mantido sob refrigeracao.

Atividade antibacteriana do 6leo de girassol ozonizado

O ensaio de sensibilidade foi executado em placas de microtitulacdo de 96 pocos. As
concentracOes do 6leo de girassol ozonizado usadas foram: 100%, 75%, 50%, 25%, 12%,
6%, 3% e 1,5% o que corresponde a 212,6ug/ml, 159,45ug/ml , 106,30ug/ml, 53,15ug/ml,
26,57ug/ml, 13,28ug/ml 6,64pg/ml, 3,32ug/ml, respectivamente.

As placas de titulacdo de 96 pocos contendo inéculo, e as diferentes concentracoes
do 6leo diluidas em caldo Mueller Hinton e Tween polisorbato 80 foram incubadas em estufa
a 37°C por 24 horas. Ap0s esta etapa, todos os pogos foram semeados em placas de agar BHI
as quais foram incubadas a 37°C overnight. A leitura das placas foi realizada pela observacéo
do crescimento de coldnias. Foi considerada eficiente a menor concentragdo na qual nao
houve qualquer tipo de crescimento bacteriano.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata, empregando como controles uma
cepa S. aureus (ATCC 25923), um isolado clinico S. pseudintermedius ndo MDR, a
viabilidade do in6culo, in6culo com gentamicina, esterilidade do Tween polisorbato 80 e do

6leo de girassol ozonizado.

Resultados e Discussao
Caracterizacéo do 6leo de girassol puro e ozonizado por 12 horas.

O indice de acidez determinados para o 6leo de girassol puro (OG-00) e ozonizado
(OG-12) foram de 0.80 +0.26 para 8.39 £ 0.25, ao comparar estes indices, conclui-se que o
aumento € devido a formacéo dos compostos oxigenados durante a reagdo de ozonolise (Diaz
et al., 2006; Almeida et al., 2013).

Os indices de iodo (11) observados foram de 123.58 + 1.02 (SO.0) e 62.61 +0.68 (OG-
12) e a diminuigdo observada é consequéncia da reacdo do ozénio nas dupla ligacdes
carbono-carbono, reduzindo o numero de insaturacdes de acidos graxos, uma vez que o (I1)
serve para quantificar as insaturacdes presentes (Shimamoto et al., 2015). Esses valores estao
de acordo com o que foi observado no espectro de RMN de H da Fig. 6a, onde pode ser
verificada a formagéo dos ozonideos e a presenca de insaturacées.

Os indices de peroxido encontrados foram 24.93 mEq Kg™? + 5.00 para (OG-00) e
3019. 33 mEq Kg? + 65.62 para (OG-12). A formacdo dos compostos oxigenados, 0s
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ozonideos, faz com o IP aumente (Martinez- Sanchez et al, 2012) esta condi¢do ocorre
paralelamente a reducéo do (I1) e foi observado neste estudo (Moureu et al., 2015).
Representado na Tab. 2 estdo os valores obtidos nas analises para determinagéo do
indice de acidez (1A), indice de iodo (1) e indice de perdxido (IP), no (OG-00) e (OG-12)
e demonstram o aumento do IA, IP e reducdo do 1O que € compativel com tempos de

0zonizagao mais longos.

Tabela 2. indice de acidez, iodo e peréxido no 6leo de girassol puro e ozonizado

1A (mg por KOH/g de éleo) 11 (g de iodo/100g de 6leo) IP (mEq Kg?)
0G-00 0.80+ 0.26 123.58+ 1.02 24.93 +5.00
0G-12 8.39+0.25 62.61 +0.68 3019.33+ 65.62

Caracterizacdo fisico-quimica e espectroscopica por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) de 'H e *C

No espectro de RMN de 'H do 6leo de girassol puro (OG-00), observamos sinais
com deslocamentos quimicos referentes aos hidrogénios dos grupos que constituem as
cadeias dos acidos graxos dos triacilglicerois: em 0,89 ppm, sinais dos hidrogénios do grupo
metila terminal de cada cadeia de &cido graxo (-CH- CHz); em 1,30 ppm, sinais atribuidos
aos hidrogénios metilénicos (-CH2-CHz- CHs); sinal em 1,61 ppm (multipleto), referente aos
hidrogénios - carbonila (COO-CH-CH>-); 2,04 ppm (multipleto), que podem ser atribuidos
aos hidrogénios alilicos (CH2-CH=CH-CH>-); em 2,31 ppm encontramos um tripleto
compativel com hidrogénios a-carbonila (COO-CH.-CHz-) (Fig. 5a).

Ainda neste espectro, em 2,77 ppm podemos verificar a presenca de um tripleto
referente aos hidrogénios do grupo CH2 entre as insaturacGes da cadeia do linoleato do
triacilglicerol (-CH=CH-CH,-CH=CH-) (Fig. 4).

Os hidrogénios da posicéo 1 e 3 do glicerol se encontram em 4,30 e 4,15 ppm (duplo
dubleto) e em 5,27 ppm € possivel observar um multipleto referente ao hidrogénio da posicao
2 do glicerol (Fig. 4).

Na regido de 5,32 — 5,39 observamos os sinais dos hidrogénios olefinicos (-CH=CH-
) dos diferentes tipos de ésteres presentes na composicdo do 6leo, destacando na Fig. 4 os

dois ésteres que estdo em maior propor¢do nos 6leos de girassol (Diaz et al, 2012) (Fig. 5a).
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Figura 4 Representacéo dos fragmentos estruturais de triacilglicerol encontrados nos dleos vegetais

No espectro de RMN de *3C, observamos 2 sinais em 173,2 e 172,8 ppm que podem
ser atribuidos aos carbonos carbonilicos dos ésteres presentes no 6leo.

Os carbonos sp2 séo encontrados na regido de 127,9 — 130, 2 ppm e 0s sinais em 62,1
e 68,8 ppm sdo dos carbonos da cadeia do glicerol.

Na regido de 34,2 — 22,6 ppm sdo observados sinais referentes aos demais carbonos
metilénicos presentes nas cadeias de acidos graxos e, em 14,1 ppm, o sinal referente ao grupo
metila (Fig. 5C).
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Figura 5 A) Espectro de RMN de 1H de OG-00; B) Expansdo do espectro de RMN de 1H da regido
de 5,8 — 5,0 ppm do OG-00; C) Espectro de RMN de 13C de OG- 00.

No 0leo ozonizado por 12 horas (OG-12) é possivel observar a presenca de novos
sinais no espectro de *H em 5,16 e 5,56 (multipleto), designados aos hidrogénios ligados aos
carbonos dos ozonideos formados (Fig. 6a, 6b). Novos sinais também sdo observados no
espectro de RMN de *C em 103,4 — 104,4 ppm, 0 que comprova a formacéo dos ozonideos
(Fig. 6¢).

O multipleto em 5,56 ppm no espectro de RMN de *H pode ser atribuido aos
hidrogénios dos ozonideos formados a partir da reacdo com o linoleato
(cadeia com duas insaturacdes), levando a formacdo de dois ozonideos.

Os sinais 5,32 — 5,39 referentes aos hidrogénios olefinicos ainda estdo presentes, o
indica que ndo houve reagdo completa do 0zonio com as duplas ligagdes. Os demais sinais
do espectro de *H e $3C encontram-se inalterados, indicando que a reago do 0zonio ocorreu

apenas nas insaturagoes.
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Figura 6A) Espectro de RMN de 1H de OG-12; B) Expansdo do espectro de RMN de 1H da regido de
5,8 — 5,0 ppm de OG-12; C) Espectro de RMN de 13C de OG- 12.

Testes de inibicdo pelo 6leo de girassol ozonizado

Nos testes para determinar a concentragéo inibitoria minima para o 6leo de girassol
ozonizado por 12 horas (OG-12) frente a amostras de S. pseudintermedius MDR os valores
apresentaram variacdo de <3% a <50%, com média de 17,56 (£13,69).

A maior parte dos isolados 29 (60,41%) foram inibidos com concentracOes abaixo
do valor médio e o maior numero (14- 29,17%) com MIC <25. A menor concentragao testada
que corresponde a 1,5% néo foi capaz de inibir o crescimento bacteriano. Os resultados da

avaliacdo da concentracdo inibitéria minima estdo apresentados na Tab. 3.

Tabela 3. Resultados da avaliacdo da concentracdo inibitdria minima para 48 isolados S.

pseudintermedius MDR frente ao 6leo de girassol ozonizado por 12 horas.

MIC % MIC pg/ml MIC mg/ml N. Isolados
100 212,6 0,213 *
75 159,45 0,159 *
50 106,30 0,106 5
25 53,15 0,53 14
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12,50 26,57 0,27 13
6 13,28 0,013 13
3 6,64 0,007 3
1,50 3,32 0,003

Os resultados da CIM apresentados para S. pseudintermedius MDR s&o menores
que os observados por Moureu et al., (2015), que para inibicdo de S. aureus utilizaram
6leo ozonizado em 7 horas com adicao de agua ao processo e obtiveram CIM de 0.625
a1.25mg/mL com IP 2680 mEq Kg™. Os mesmos autores inferem que os valores de CIM
(menores) sdo atingidos com aumento do IP, isto foi observado neste estudo com
menores valores de MIC e maior valor do IP. Os autores relatam que as cepas estudadas
frente ao 6leo ozonizado sem agua tinham valores de CIM de 5 mg/mL ou superior e que
com a adicdo da agua teve um efeito antibacteriano que foi melhorando com o tempo de
ozonizagdo. Portanto, a fungdo tempo e as condigOes de o0zonizagdo sdo determinantes
para o efeito significativo sobre a atividade antibacteriana.

Almeida et al., (2013) relatam inatividade do 6leo de girassol ozonizado por 12
horas com IP 1761.87 mEq Kg™ frente S. aureus ATCC 25923, e neste estudo houve
inibicdo das cepas controle com resultados expresso na Tab. 4.

Tabela 4. Resultados da avaliacdo da concentracdo inibitéria minima para cepas controle.

Amostra MIC % MIC pg/ml MIC mg/ml
S. aureus ATCC 25923 3 6,64 0,007
S. pseudintermedius ndo MDR 3 6,64 0,007

Esta diferenca pode estar relacionada aos niveis superiores de IP atingidos no
presente estudo, bem como na técnica empregada para determinacdo da MIC que foi a
microdiluicdo em caldo.

A acgdo antibacteriana de 6leos ozonizados é relatada para bactérias Gram-
positivas e Gram- negativas, Zanardi et al., (2013), avaliaram a viabilidade bacteriana
relacionando tempo de acdo, IP e duas concentracbes diferentes de 6éleo ozonizado
através da técnica de suspensdo em caldo referindo maior sensibilidade para S. aureus

mesmo em niveis inferiores de perdxido e em acdo de 1 hora.
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Segundo Curtiellas, (2014), a a¢do do 6leo ozonizado em S. aureus e outras
células bacterianas ocorre pela perda de ions K+ intracelular induzindo reacdes do
contetdo citoplasmatico que afetam a permeabilidade das células e o processo oxidativo
causa danos irreversiveis a parede bacteriana. Portanto, para isolados de S.
pseudintermedius MDR em virtude das semelhangas ao S. aureus podemos esperar 0
mesmo mecanismo de acdo e a atividade bactericida evidenciada é relacionada ao nivel
de IP.

Para estudos in vitro frente a micro-organismos patogénicos, segundo Diaz et al.,
(2006) as diferencas na concentracéo de &cidos graxos contidos nos 6leos vegetais ndo
sdo relevantes na acdo antibacteriana. Contudo, 6leos mais ricos em acidos graxos,
quando ozonizados, formam mais compostos responsaveis pela atividade
antimicrobiana, conclusdo esta também relatada por Moureu et al., (2015).

Portanto, para comprovar a atividade bioldgica dos o6leos ozonizados a
determinacdo do indice de peroxido é a principal evidéncia e o tempo de ozonizacdo
influi diretamente neste indice. Mesmo que observada a acdo bactericida in vitro do 6leo
de girassol ozonizado frente a S. pseudintermedius MDR, estudos que avaliem e
determinem os niveis de toxicidade sdo relevantes antes da aplica¢do in vivo como terapia

de uso topico.

Conclusao

53

O oleo de girassol ozonizado por 12 horas possui a¢do bactericida in vitro frente aos

isolados de S. pseudintermedius MDR e estudos sobre a toxicidade sdo necessarios antes da

indicacdo do mesmo como alternativa topica para tratamento de otites e piodermites

superficiais.
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1494 ANEXOS
1495 Determinacdo da MIC dos isolados
1496
Leitura da MIC
1— 100 75 50 25 12,5 6 3 1,5
100 0 1 1 1 1 1 1 1
75 0 0 1 1 1 1 1 1
50 0 0 0 1 1 1 1 1
25 0 0 0 0 1 1 1 1
12,5 0 0 0 0 0 1 1 1
6 0 0 0 0 0 0 1 1
3 0 0 0 0 0 0 0 1
1,5 0 0 0 0 0 0 0 0
1497 1 = crescimento bacteriano
1498 0= ausencia de crescimento bacteriano
1499
1500
1501 Placa agar MH com colbnias bacterianas presentes nas concentragdes 1,5% e 3% indicando que a MIC para esta
1502 amostra é <6%, devido auséncia crescimento bacteriano.
1503
1504
1505

1506  ANEXO - Normas Do Periddico Arquivos Brasileiro De Medicina Veterinaria E Zootecnia
1507  (Qualis A2)

1508 Capitulos 1 e 2: Formatados conforme as normas do periédico: Arquivo
1509 Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia, disponivel no link:
1510 http://www.scielo.br/revistas/abmvz/iinstruc.h
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produtos de origem animal, aquacultura e areas afins.

Os artigos encaminhados para publicacdo sdo submetidos & aprovacgao do
Corpo Editorial, com assessoria de especialistas da area (relatores). Os
artigos cujos textos necessitarem de revisdes ou corregies serao
devolvidos aos autores. Os aceitos para publicagao tornam-se
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resultados.
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Orientacbes Gerais
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apenas de forma eletronica pelo Sistema, sendo que o autor




1512

responsavel pelo artigo sera informado automaticamente por e-mail
sobre qualquer mudanga de status do mesmo.

« Fotografias, desenhos e gravuras devem ser inseridos no texto e
quando solicitados pela equipe de editoragdo também devem ser
enviados, em separado, em arquivo com extensdo JPG, em alta
qualidade (minimo 300dpi), zipado, inserido em “Figure or Image”
(Step 6).

« E de exclusiva responsabilidade de quem submete o artigo
certificar-se de que cada um dos autores tenha conhecimento e
concorde com a inclusdo de seu nome no texto submetido.

« O ABMVZ comunicara a cada um dos inscritos, por meio de
correspondéncia eletronica, a participagdo no artigo. Caso um dos
produtores do texto ndo concorde em participar como autor, o
artigo sera considerado como desisténcia de um dos autores e sua
tramitagdo encerrada.

Comité de Etica

E indispensével anexar cdpia, em arquivo PDF, do Certificado de
Aprovagdo do Projeto da pesquisa que originou o artigo, expedido pelo
CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais) de sua Instituicdo, em
atendimento a Lei 11794/2008. O documento deve ser anexado em
“Ethics Conmitee” (Step 6). Esclarecemos que o nimero do Certificado de
Aprovacgao do Projeto deve ser mencionado no campo Material e Métodos.

Tipos de artigos aceitos para publicagao

Artigo cientifico

E o relato completo de um trabalho experimental. Baseia-se
na premissa de que os resultados sdo posteriores ao
planejamento da pesquisa.

Secoes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e
Afiliacdo (somente na "Title Page" - Step 6), Resumo,
Abstract, Introducdo, Material e Métodos, Resultados,
Discussao (ou Resultados e Discussao), Conclusoes,
Agradecimentos (quando houver) e Referéncias.

O nimero de paginas ndo deve exceder a 15, incluindo
tabelas, figuras e Referéncias.

O nimero de Referéncias ndo deve exceder a 30.
Relato de caso

Contempla principalmente as dreas médicas em que o
resultado é anterior ao interesse de sua divulgagdo ou a
ocorréncia dos resultados ndo é planejada.

Segoes do texto: Titulo (portugués e inglés), Autores e
Afiliagdo (somente na "Title Page" - Step 6), Resumo,
Abstract, Introducdo, Casuistica, Discussdo e Conclusoes
(quando pertinentes), Agradecimentos (quando houver) e
Referéncias.

O nimero de paginas ndo deve exceder a dez, incluindo
tabelas e figuras.
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O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.
Comunicagao

E o relato sucinto de resultados parciais de um trabalho
experimental digno de publicagao, embora insuficiente ou
inconsistente para constituir um artigo cientifico.

Secbes do texto:Titulo (portugués e inglés), Autores e
Afiliacdo (somente na "Title Page" - Step 6). Deve ser
compacto, sem distingdo das segbes do texto especificadas
para "Artigo cientifico”, embora seguindo aquela ordem.
Quando a Comunicacgdo for redigida em portugués deve
conter um "Abstract" e quando redigida em inglés deve
conter um "Resumo”.

O numero de paginas ndo deve exceder a oito, incluindo
tabelas e figuras.

O numero de Referéncias ndo deve exceder a 12.

Preparacao dos textos para publicacao

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma
impessoal.

Formatacao do texto

» O texto NAO deve conter subitens em nenhuma das sec8es do
artigo, deve ser apresentado em arquivo Microsoft Word e anexado
como “Main Document” (Step 6), no formato A4, com margem de
3cm (superior, inferior, direita e esquerda), na fonte Times New
Roman, no tamanho 12 e no espacamento de entrelinhas 1,5, em
todas as paginas e secdes do artigo (do titulo as referéncias), com
linhas numeradas.

« N3o usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo,
devem vir, obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na
seguinte ordem: nome do produto, substéncia, empresa e pais.

Secoes de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo
e ndo ultrapassar 50 palavras.

Autores e Filiacdo: Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do
titulo, com identificagdo da instituicdo a qual pertencem. O autor e o seu
e-mail para correspondéncia devem ser indicados com asterisco somente
no "Title Page” (Step 6), em arquivo Word,

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no cadastro
contendo até 200 palavras em um sé paragrafo. Nao repetir o titulo e ndo
acrescentar revisdo de literatura. Incluir os principais resultados
numeéricos, citando-os sem explica-los, guando for o caso. Cada frase
deve conter uma informacdo completa.
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Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco e no minimo duas*.
* na submissdo usar somente o Keyword (Step 2) e no corpo do artigo
constar tanto keyword (inglés) quanto palavra-chave (portugués),
independente do idioma em que o artigo for submetido.

Introducdo:Explanacdo concisa na qual os problemas serdo
estabelecidos , bem como a pertinéncia, a relevancia e os objetivos do
trabalho. Deve conter poucas referéncias, o suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material
envolvido, a descricdo dos métodos usados ou referenciar corretamente
0s metodos ja publicados. Nos trabalhos que envolvam animais efou
organismos geneticamente modificados deverao constar
obrigatoriamente o nimero do Certificado de Aprovacao do CEUA.
(verificar o Item Comité de Etica).

Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados
encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em
linhas e colunas. Usar linhas horizontais na separagdo dos
cabegalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe
inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimerc de ordem
em algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto, a
tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e do
numero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando referir-se a
varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em
espacamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (o
menor tamanho aceito € oito). A legenda da Tabela deve
conter apenas o indispensavel para o seu entendimento. As
tabelas devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do
texto de preferéncia apos a sua primeira citagéo.

Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas
e pontos: desenho, fotografia, grafico, fluxograma, esquema
etc. A legenda recebe inicialmente a palavra Figura, seguida
do ndmero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.:
Figura 1.) e é citada no texto como Fig seguida de ponto e do
numero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar mais de uma
figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do
texto, fotografias e desenhos devem também ser enviados no
formato JPG com alta qualidade, em um arquiveo zipado,
anexado no campo préprio de submissdo, na tela de registro
do artigo. As figuras devem ser obrigatoriamente inseridas no
corpo do texto de preferéncia apos a sua primeira citagdo.
Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada
deve conter, abaixo da legenda, informacdo sobre a fonte
(autor, autorizacdo de uso, data) e a correspondente
referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discussdo: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.:
As secOes Resultados e Discussdo poderdo ser apresentadas em conjunto
a juizo do autor, sem prejudicar qualquer uma das partes).

Conclusoes: As conclustes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa
executada e serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de
literatura, discusséo, repeticdo de resultados e especulagdes.

Agradecimentos: N3o obrigatdrio. Devem ser concisamente
expressados.

Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em ordem
alfabética, dando-se preferéncia a artigos publicados em revistas
nacionais e internacionais, indexadas. Livros e teses devem ser
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referenciados o minimo possivel, portanto, somente quando
indispensaveis. S3o adotadas as normas gerais da ABNT, adaptadas
para o ABMVZ, conforme exemplos:

Como referenciar:
1. Citagdes no texto

A indicagdo da fonte entre parénteses sucede a citagdo para
evitar interrupcdo na sequéncia do texto, conforme
exemplos:

« autoria unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971);
(Anudrio..., 1987/88) ou Anudrio... (1987/88);

« dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e
Moreno (1974);

» mais de dois autores: (Ferguson et a/., 1979) ou
Ferguson et al. (1979);

= mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971);
Ferguson et al. (1979) ou (Dunne, 1967; Silva, 1971;
Ferguson et al., 1979), sempre em ordem cronoldgica
ascendente e alfabética de autores para artigos do
mesmo ano.

Citagdo de citagdo. Todo esforgo deve ser empreendido para
se consultar o documento original. Em situagdes excepcionais
pode-se reproduzir a informagdo ja citada por outros autores.
No texto, citar o sobrenome do autor do documento ndo
consultado com o ano de publicagdo, seguido da expressao
citado por e o sobrenome do autor e ano do documento
consultado. Nas Referéncias deve-se incluir apenas a fonte
consultada.

Comunicagdo pessoal. Nao faz parte das Referéncias. Na
citagdo coloca-se o sobrenome do autor, a data da
comunicagdo, nome da Instituicdo 3 qual o autor é vinculado.

2. Peridédicos (até quatro autores citar todos. Acima de
quatro autores citar trés autores et al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351,
1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C,; HARDY, J.L.
Studies on immunity to alphaviruses in foals. Am.
J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A.
et al. Anestesia general del canino. Not. Med.
Vet., n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicacdo avulsa (até quatro autores citar todos. Acima
de quatro autores citar trés autores et al.):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo.
México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos
bacteriolégicos de ostras, mariscos e mexilhdes.
In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA
VETERINARIA, 14., 1974, S30 Paulo. Anais... Sio
Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In:
DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo.
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Perfil de resisténcia e sensibilidade das 48 amostras de S. Pseudintermedius

oriundas de orelha e pele de caes.
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ANEXO

Resultados dos testes controle, determinacdo das concentracdes inibitorias
minimas do extrato alcodlico da prépolis marrom/Terenos — MS e 6leo de girassol
ozonizado por 12 horas nas 48 amostras de S. Pseudintermedius oriundas de
orelha e pele de céaes.

ID. Ne Coagulase | In6culo | Prépolis | Oleo Oz. [Tween 80| Alcool In(;’):r:itlao.+ M;ch:):p' “gfh:r:;:' Mligflz
1 N positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =25 =25 =12
2 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =50 =25 =6
3 P positivo | negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =12 =6 =25
4 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo positivo <50 <50 <25
5 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <50 <25
6 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <25 <6
7 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo positivo =12 =12 =3
8 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =25 =25 =3
9 P positivo | negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =25 <25 <6
10 N positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <25 <25 <6
11 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <50 <50 <6
12 P positivo | negativo | negativo | negativo | negativo | positivo <25 <25 <25
13 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =25 =25 =3
14 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =25 =25 =12
15 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <50 <25 <25
16 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo positivo <25 <12 <6
17 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <50 <25 <12
18 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo positivo =50 =50 <6
19 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo positivo <75 =25 =6

20 P positivo | negativo | negativo | negativo | negativo | positivo =50 <25 <6
21 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <50 <50 <12
22 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <25 <6 <6
23 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <25 <12 <25
24 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =25 =12 =6
25 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =25 =6 =25
26 P positivo | negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =25 =12 =12
27 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo positivo <25 <25 <12
28 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <25 <12 <6
29 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo positivo <25 <12 <12
30 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =12 =3 =12
31 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =25 =12 =12
32 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <25 <12 <12
33 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <25 <12 <25
34 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <25 <3 <12
35 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =50 =50 <25
36 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =12 =1,5 =25
37 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =25 =1,5 =25
38 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <12 <1,5 <6
39 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <12 <1,5 <25
40 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <25 <6 <25
41 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <25 <1,5 <6
42 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =25 =12 =50
43 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo =25 =25 =50
44 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <25 <6 <50
45 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <50 <25 <25
46 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <25 <12 <25
a7 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <25 <25 =50
48 P positivo negativo | negativo | negativo | negativo | positivo =25 =25 =50




1535

1536
1537

1538

1539
1540
1541

1542

ANEXO

65

Perfil de resisténcia e sensibilidade da amostra de S. Pseudintermedius ndo MDR
e S. aureus ATCC 25923.

ID. N° GEN AMC CFv CFE
S. Pseudintermedius ndo MDR S S S S
S. aureus ATCC 25923 S S R S

BE\R

NOR

Sur

DOX

R/ Classes
ATB,
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S

S

S
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Resultados testes controle e determinagédo das concentragdes inibitérias minimas
do extrato alcodlico da prépolis marrom/Terenos — MS e Oleo de girassol ozonizado
por 12 horas na amostra S. Pseudintermedius ndo MDR e S. aureus ATCC 25923.

. " . + . .
ID. N Coagulase | In6culo | Prépolis | Gleo Oz. [Tween 80 Alcool | MOCUIO* | MICProp. | MICProp. | MIC 0G12
Genta. 1hora 24horas 24h
S. pseudintermedius ndo MDR P positivo | negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <25 <12 <3
S. aureus ATCC 25923 P positivo | negativo | negativo | negativo | negativo | negativo <25 <6 <3




