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RESUMO

MATOS, Caroline Bohnen. Eficacia de extratos vegetais na desinfeccdo de
superficies contaminadas com fungos do complexo Sporothrix. 2014. 83f.
Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacdo em Veterinaria. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

A esporotricose é a principal micose dos felinos domésticos, apresentando grande
importancia por tratar-se de uma zoonose envolvendo seis espécies fungicas
pertencem ao complexo Sporothrix. O isolamento fungico de ambientes domiciliares e
veterinarios ja foi comprovado, revelando-se uma importante fonte de infeccao para
animais e humanos. A busca de produtos alternativos aos desinfetantes utilizados
normalmente é crescente, principalmente pelos constantes relatos de resisténcia por
parte dos microrganismos. O Origanum vulgare € 0 Rosmarinus officinalis destacam-se por
apresentarem atividade antimicrobiana comprovada. Diante do exposto, o objetivo
do estudo foi avaliar a eficacia de desinfetantes e de extratos vegetais na eliminacéo
de fungos do complexo Sporothrix, € relatar um caso clinico de dermatite multifatorial
em um canino. Para isso, testes in vitro foram realizados através da técnica de
exposicao direta para avaliar a acdo da tintura, do extrato aquoso e do extrato
hidroalcodlico de 0. vulgare € R. officinalis frente a isolados clinicos de cdes e gatos
com esporotricose. Posteriormente, 0s extratos vegetais que demonstraram
melhores resultados no teste de exposicado direta foram avaliados em relacéo a
eliminacdo do Sporothrix spp de diferentes superficies contaminadas, utilizando
também diferentes desinfetantes. Como modelo experimental foram utilizadas
superficies de aco inoxidavel, férmica e piso ceramico, testadas em quadruplicata
através da técnica de spray-wipe-spray. De acordo com o estudo, o extrato
hidroalcoolico e a tintura de O. vulgare € R. officinalis foram eficazes na eliminacéo de
fungos do complexo Sporothrix, ndo havendo diferenca em relacdo a superficie
utilizada, inclusive apresentando melhores resultados quando comparado aos
produtos comerciais utilizados.

Palavras-chave: Desinfeccdo Ambiental. Esporotricose. Origanum vulgare.
Rosmarinus officinalis.



ABSTRACT

MATQOS, Caroline Bohnen. Eficacia de extratos vegetais na desinfec¢cdo de
superficies contaminadas com fungos do complexo Sporothrix. 2014. 83f.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacdo em Veterinaria. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

Sporotrichosis is the main domestic feline ringworm, highly relevant because it is a
zoonosis involving six fungal species belonging to the Sporothrix complex. The fungal
isolation of home and veterinary environments has been proven, proving to be an
important source of infection for animals and humans. The search for alternative to
disinfectants commonly used products is increasing, mainly by continuing reports of
resistance by microorganisms. The Origanum vulgare and Rosmarinus officinalis Stand out
because they have proven antimicrobial activity. Given the above, the objective of the
study was to evaluate the efficacy of disinfectants and plant extracts in eliminating
the fungus Sporothrix complex, and report a case of multifactorial dermatitis in a dog.
For this, in vitro tests were performed using the technique of direct exposure to
evaluate the action of the tincture, aqueous extract and alcoholic extract of 0. vulgare
and R. officinalis against clinical isolates of dogs and cats with sporotrichosis.
Subsequently, the plant extracts that showed better results in the direct exposure test
were evaluated for the elimination of Sporothrix spp different contaminated surfaces,
also using different disinfectants. As an experimental model surfaces of stainless
steel, formica and ceramic tile floors, tested in quadruplicate using the technique of
spray-wipe-spray were used. According to the study, the hydroalcoholic extract and
tincture of O. vulgare and R. officinalis were effective in eliminating the fungus Sporothrix
complex, with no difference from the area used, including showing better results
when compared to commercial products used.

Key words: Environmental disinfection. Origanum vulgare. Rosmarinus officinalis.
Sporotrichosis.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose € considerada a principal micose subcutanea dos felinos
domeésticos, apresentando importanica maior por tratar-se de uma zoonose, sendo
transmitida por animais que vivem em estreita relacdo com o homem (BARROS et
al., 2004; MADRID, et al., 2007, MARIMON et al., 2007).0 fungo causador desta
enfermidade pertence a seis espécies do complexo Sporothrix (CRUZ, 2013).

A limpeza e desinfeccdo de ambientes contaminados, concomitantemente,
com o tratamento do paciente, representam uma das principais medidas a serem
adotadas a fim de controlar a doenca e prevenir uma re-infeccdo (QUINN et al.,
2005), uma vez que a permanéncia dos fungos do complexo Sporothrix em ambientes
veterinarios e domiciliares ja foi comprovada (MATTEI et al., 2011).

O passo inicial para o sucesso da desinfeccdo € o conhecimento dos
germicidas e seus mecanismos de acado, assim como toxicidade e agao deletéria no
local a ser desinfetado (HEIT; RIVIERE, 1995), sendo o Teste de Eficiéncia de
Desinfetantes (BRASIL, 2003) considerado padrao para avaliar a acdo destes
produtos (SANTOS et al.,, 2007). Outras técnicas como 0 uso dos testes de
exposicao direta, utilizando o hipoclorito de sédio, produto a base de pinho e alcool
70° j& vem sendo realizados (SANTOS et al., 2007), porém testes avaliando a acao
de desinfetantes frente ao Sporothrix Spp ainda Sao escassos.

O aumento do interesse pelo uso de extratos vegetais como alternativa na
prevencao e tratamento de enfermidades tem gerado pesquisas, buscando avaliar
as propriedades antimicrobianas de plantas condimentares, como 0 Origanum vulgare
(orégano) e Rosmarinus officinalis (alecrim). O Oleo essencial, bem como diferentes
tipos de extratos destas plantas ja foram estudados in vitro frente a microrganismos
isolados de casos clinicos, demonstrando propriedades antibacterianas e
antifingicas, inclusive frente a fungos do complexo Sporothrix (LAMBERT et al., 2001,
LUQMAN et al., 2007; CLEFF et al., 2008; CLEFF et al., 2010; ARAUJO et al., 2013;
SANTIN, 2013).
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Em contrapartida, estudos avaliando a acédo de extratos vegetais como
desinfetantes sao raros, sendo este um campo pouco explorado, especialmente com
relacdo a agentes de importancia em saude publica. Apesar dos Oleos essenciais
terem demonstrado acgédo inibitéria e fungicida, em testes in vitro, em isolados de
Sporothrix spp (LUQMAN et al., 2007; CLEFF et al., 2008; CLEFF et al., 2010), sua
aplicabilidade para desinfeccdo e limpeza de superficies e instrumentos
contaminados é dificultada, entretanto outras formas de extratos podem representar
uma boa opcdo. Assim, de acordo com 0 exposto evidencia-se a necessidade de
estudos acerca da acdo de extratos de Origanum vulgare € Rosmarinus officinalis frente a

fungos do complexo Sporothrix como alternativa aos desinfetantes utilizados.



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficacia de desinfetantes e de extratos vegetais na eliminacdo de

fungos do complexo Sporothrix.

2.2 Objetivos Especificos

- Relatar um caso clinico de dermatite multifatorial em um canino;

- Avaliar a sensiblidade in vitro de isolados clinicos obtidos de cédes e gatos com
esporotriose frente a extratos vegetais e solucdes desinfetantes;

- Avaliar e comparar acao de substancias desinfetantes e de extratos vegetais em

superficies contaminadas com isolados clinicos de Sporothrix Spp.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Esporotricose e Complexo Sporothrix

A esporotricose € a principal micose subcutanea relacionada ao felino
doméstico. E causada por fungos geofilicos, dimérficos pertencentes ao complexo
Sporothrix, € tem grande importancia em saude publica devido ao potencial zoonético
(MARIMON et al., 2008).

Até a ultima década, o0 Sporothrix schenckii, que esta classificado na subdivisdo
Deuteromycotina, classe Hyphomycetes, ordem Moniliales, familia Moniliacea, género
Sporothrix € espécie schenckii (KWON-CHUNG; BENNETT, 1992), era considerado a
Unica espécie do género patogénica ao homem e aos animais. No entanto, estudos
recentes utilizando técnicas moleculares revelaram diferencas entre os isolados de
S. schenckii, demonstrando a existéncia de diferentes espécies envolvidas com
quadros clinicos da doenca (MARIMON et al., 2007). Desta forma, atualmente o
fungo passou a ser denominado como complexo Sporothrix, estando constituido pelas
eSpéCieS S. schenckii, S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. luriae € S. albicans
(MARIMON et al., 2007).

Com a descoberta destas novas espécies patogénicas, alguns
pesquisadores estdo reclassificando as cepas estocadas e identificadas
primariamente como S. schenckii, a fim de determinar qual a espécie predominante
nos casos de esporotricose descritos no Brasil (CRUZ, 2013). Um estudo com 161
cepas de Sporothrix Spp provenientes de amostras clinicas e ambientais de diversas
regibes do Brasil e de outros paises, demonstrou que as espeécies S. brasiliensis, S.
globosa, S. mexicana € S. schenckii tinham ampla distribuicdo geografica no pais
(RODRIGUES et al., 2013). Este mesmo estudo registrou que a espeécie S. brasiliensis
foi isolada com alta frequéncia de felinos nos estados do Rio Grande do Sul e Rio de
Janeiro. Em um trabalho semelhante, ao analisar 246 culturas isoladas no Rio de
Janeiro, durante o periodo de 1998 a 2008, resultou na reclassificacdo de 230
isolados como S. brasiliensis, 15 como S. schenckii € um como S. globosa (OLIVEIRA et
al., 2011).
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A infeccdo ocorre através do contato do hospedeiro com o solo, transmisséo
dita geofilica, ou ainda por mordedura, arranhadura ou outra forma de inoculagcéo
traumatica do fungo no hospedeiro. Depois da entrada do fungo no tegumento,
ocorre o periodo pré-patente da infeccéo, de duracao variavel de trés a 84 dias, com
média de 21 dias (LARSSON, 2011). Por serem fungos dimoérficos, ao infectar o
hospedeiro os fungos passam da forma micelial para leveduriforme, uma vez que
apresentam dimorfismo térmico, ou seja, na temperatura de 25° sdo encontrados na
forma de filamento e a 37° na forma de levedura (KNOW-CHUNG & BENNETT,
1992; SCHUBACH, 2004). Outros fatores como aeracao, pH, fontes de carbono e
tensdo de moxodido de carbono, podem estar envolvidos na transicdo morfologica
do S. schencki (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006). O tempo de
transicdo da forma micelial para a leveduriforme nos tecidos, dura em torno de 13
dias, sendo que 24-48 horas p0s inoculacdo da fase filamentosa do fungo ocorre o
desaparecimento das hifas e inicia-se a conversdo dos conidios para levedura
(CORREA et al., 1991).

Sporothrix ~ SppP  apresentam  caracteristicas que determinam sua
patogenicidade, incluindo producdo de enzimas extracelulares, termoloterancia,
composicao da parede celular e presenca de granulos de melanina, o que conferem
certo grau de resisténcia, auxiliando na invasdo tecidual e interferindo na eficacia da
resposta imune ao fungo (HOGAN et al.,, 1996; LOPES-BEZERRA; SCHUBACH,;
COSTA, 2006).

A forma de apresentacdo da doenca tem sido relacionada a patogenicidade
da cepa envolvida (KONG et al., 2006), podendo ocorrer na forma cutanea fixa,
linfocutédnea e disseminada (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA,et al., 2006).
Casos isolados de formas extracutaneas como, ocular, pulmonar, sistémica, 0ssea e
articular j& foram descritos (DUNSTAN et al., 1986; LARSSON et al., 1989;
MARQUES et al., 1993; MADRID et al., 2007).

As lesbes cutaneas da esporotricose sdo caracterizadas por nédulos que
podem evoluir para Ulceras, as quais drenam exsudato acastanhado levando a
formacdo de crostas, sendo observado, na histologia, um infiltrado inflamatério
piogranulomatoso composto principalmente por células mononucleares (DUNSTAN
et al., 1986; LARSSON et al., 1989; MARQUES et al., 1993; MADRID et al., 2007,
CRUZ, 2013).
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Nos felinos, as lesbGes s&o caracterizadas pela presenca de grande
guantidade de células leveduriformes, que possuem caracteristicas pleomorficas,
variando de formas classicas de “charutos” até arredondadas e ovaladas (PEREIRA
et al.,, 2011). A forma cutadnea disseminada da micose é a mais comumente
observada nessa espécie, acarretando um comprometimento do estado geral do
animal, podendo evoluir ao ébito (XAVIER et al., 2004; VIAUD; BESIGNOR, 2008).
Em geral, os gatos possuem a maior parte das lesdes localizadas na cabeca, parte
distal dos membros e base da cauda, geralmente limitadas a pele e tecido
subcutaneo (NOBRE et al.,, 2002; FRIBERG, 2006), sendo também relatada em
mucosa conjuntival, escroto e testiculos (SCHUBACH et al., 2004; CORGOZINHO et
al., 2006; MADRID et al., 2007; SILVA et al., 2008).

Os casos descritos na espécie canina tem sido crescentes, demonstrando
uma mudanca no perfil da doenca ou do agente, ja que até pouco tempo a
ocorréncia era reconhecida como incomum ou rara (SCHUBACH et al., 2006;
MADRID et al., 2007; MATOS et al., 2012). Nos caninos a forma mais comum de
apresentacao da enfermidade é a cutanea fixa, onde sdo observados nodulos firmes
e multiplos, areas alopécicas e lesdes ulceradas ndo dolorosas nem pruriginosas,
principalmente localizadas no tronco, cabeca e orelhas (MULLER; KIRK, 2003;
WHITTEMORE; WEBB, 2007; MADRID et al., 2012).

O diagnostico presuntivo baseia-se nas lesdes clinicas, associadas aos
dados relativos a anamnese (LARSSON, 2011), devendo ser confirmado através do
isolamento fungico do material das lesdes (CRUZ, 2013).

A citologia das lesbes cutaneas é um meio auxiliar de diagnéstico, sendo
mais Util para os felinos, ja que as lesbes nesta espécie contém grande quantidade
de células fungicas (RESENDE & FRANCO 2001; TABOADA, 2004; PAES, 2007). O
citodiagndstico, a partir de material como exsudato, aspirado e/ou biopsia, quando
submetido a coloragdo de Gram, Wright, Giemsa ou Rosenfeld, permite que se
evidenciem formas de leveduras, arredondadas, ovaloides ou em forma de “charuto”
(LARSSON, 2011; SILVA et al., 2012b).

O diagnéstico definitivo é feito através da cultura das amostras obtidas das
lesbes e isolamento do agente (ETTINGER; FELDMAN, 2000; THRAL, 2002;
LARSSON, 2011). O fungo €é aerobico de reproducdo sexuada e apresenta-se na

forma filamentosa, entre 25°C e 30°C, passando a forma leveduriforme a 37°C
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(RESENDE; FRANCO 2001), sendo que a inibicdo do crescimento ocorre entre 39°C
e 40°C (LACAZ et al.,, 2002). Algumas caracteristicas morfofisiolégicas distintas
foram observadas entre as novas espécies, principalmente com relacdo ao pigmento
de conidios sésseis, velocidade de crescimento, termotolerancia, assimilacdo de
sacarose e assimilacao de rafinose (MARIMON et al., 2007; RODRIGUES et al.,
2013; CRUZ, 2013).

Schubach et al. (2004) demonstraram que a cultura do coagulo pode ser
considerado um método alternativo, pratico, eficiente e econbmico para o
diagnostico de doenga disseminada em felinos domésticos, além de ser possivel
utilizar o soro da mesma amostra de sangue para outras provas laboratoriais.

Os testes soroldgicos sdo indicadores altamente especificos, sendo o teste
de aglutinacdo o mais sensivel; o resultado da sorologia é possivel em trés a quatro
semanas, podendo ser positivo em titulos baixos em pacientes normais de areas
endémicas, sendo particularmente Uteis para o diagndéstico de esporotricose
extracutanea, ou para monitorar a resposta ao tratamento (RESENDE; FRANCO,
2001; XIANLING, 2012).

A deteccdo do agente diretamente de amostras teciduais biopsiadas de
pacientes com esporotricose através da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) também tem sido utilizado (LARSSON et al., 2011). Porém, ainda
sdo poucas as propostas de métodos baseados em deteccdo molecular para o
diagnéstico da esporotricose e ainda ha muito o que fazer para torna-los mais

simples e econémicos (CRUZ, 2013).

3.2 Tratamento da Esporotricose

O numero de substancias quimicas existentes com acao antifungica é
restrito quando comparado ao numero de farmacos antibacterianos disponiveis
(NOBRE et al., 2002; REIS-GOMES et al., 2013). Com relacdo ao tratamento da
esporotricose, existem varios antifingicos que podem ser utilizados, dentre eles, o
iodeto de potassio, a anfotericina B, o itraconazol e a terbinafina. Mais recentemente
tem-se demonstrado a eficacia da utilizacdo de imunomoduladores concomitante
com o tratamento com drogas antifungicas sistémicas (GRAM; RHODES, 2003;
MAHAJAN et al., 2005; MEINERZ et al., 2007; PEREIRA et al., 2009; MARTINS,
2012).
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O iodeto de potassio foi considerado, durante muitos anos, o farmaco de
eleicdo, sendo ainda muito utilizado para as formas cutaneas e linfocutaneas da
doenca em humanos e caninos (MAHAJAN et al., 2005). Em gatos, este tratamento
tem sido evitado pelos veterinarios porque pode levar a ocorréncia de iodismo,
caracterizado por vémitos, anorexia, depressao, ictericia, tremores, corrimento nasal
e ocular, hipotermia, insuficiéncia cardiaca (CRUZ, 2010; CRUZ, 2013). Porém, com
0s casos de resisténcia apresentados frente ao itraconazol, o iodeto de potassio vem
sendo reconsiderado para o uso nos felinos na dose de 10mg/animal (CRUZ, 2013).

A anfotericina B apresenta acdo antifingica e imunoestimulante,
aumentando a resisténcia do hospedeiro a infeccdo. Sua dose total em caes e gatos
varia de 4-12mg/kg, fracionada em 0,15-0,5mg/kg/dia por via intravenosa em dias
alternados (PEREIRA et al., 2009). Como efeito adverso mais significativo temos a
nefrotoxicidade, que é dependente da dose administrada e do tempo de tratamento
(TABOADA, 2004).

Atualmente, o itraconazol é considerado o farmaco de eleicdo para o
tratamento da esporotricose, por apresentar bons resultados no processo de
cicatrizacdo das lesbes, além de boa tolerancia para as espécies canina e felina
(ANTUNES et al., 2009), com efeitos colaterais reduzidos (GRAM, 2003), na dose
preconizada de 10mg/Kg por via oral, sendo que o tratamento pode durar meses
(MADRID et al., 2010; LARSSON, 2011). Porém, estudos recentes vem
demonstrado a existéncia de isolados resistentes a esse antifungico
(BUSTAMANTE; CAMPOS, 2004; SCHUBACH et al.,, 2004), fazendo com que
aumentem os estudos a cerca de novas alternativas de tratamento para essa
micose, como os realizados com o uso de terbinafina (MEINERZ et al., 2007) e (1-3)
B — glucana (MARTINS, 2012).

A (1-3) B - glucana, é um polissacarideo composto de unidades de
glicopiranoses unidas por ligacdes glicosidicas B 1-3 de alto peso molecular,
extraido da parede celular interna do fungo Saccharomyces cerevisiae, que apresenta
ampla e potente atividade sobre o sistema reticuloendotelial (SRE). Com o seu uso,
€ esperado uma hiperfagocitose e hipertrofia de 6rgaos reticuloendoteliais, devido ao
aumento no tamanho e nimero dos macrofagos, aumentando a resposta imune do
hospedeiro (FREITAS et al., 2004).
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A terbinafina é um antifingico do grupo das alilaminas, que vem
demonstrando, em varios estudos in vitro, sua acao primaria fungicida frente a
fungos dimérficos, incluindo os do complexo Sporothrix, além de efeitos toxicos
reduzidos quando comparado ao itraconazol (KAUFFMAN et al.,, 2000;
BUSTAMANTE; CAMPOS, 2004; COSKUN et al., 2004; MEINERZ et al., 2007).

As dificuldades terapéuticas encontradas ocorrem, na maioria das vezes,
devido as falhas terapéuticas observadas ao longo do tratamento, ocasionadas
principalmente pela dificuldade na administracdo dos farmacos, ou pelo simples fato
de haver a remissdo dos sinais clinicos sem que haja a cura do animal (SCHUBACH
et al., 2004; MADRID et al., 2007; SILVA et al., 2012a). Assim como, a sensibilidade
existente por parte do hospedeiro a determinados farmacos (MADRID et al., 2007), e
o fato do proprietario abandonar o animal ao descobrir que trata-se de uma zoonose
também dificultam o tratamento (SCHUBACH et al., 2004; CRUZ, 2013). Estes fatos
acabam proporcionando a permanéncia do Sporothrix Spp Nnos animais, tornando-o0s
reservatorios e disseminadores da doenca (SCHUBACH et al., 2004).

Os erros ocorridos durante a terapia propiciam a manutencao do fungo nos
ambientes em que os animais doentes ficam alojados, tais como residéncias,
clinicas e hospitais veterinarios, sendo que a permanéncia do fungo nesses locais
implica na possivel contaminacdo de outros animais ou humanos, além de também
estarem relacionados a casos de re-infec¢coes (SCHUBACH et al., 2004).

Infelizmente as praticas de desinfeccdo e profilaxia, ndo sdo devidamente
padronizadas e avaliadas em ambientes veterinarios, seja por desconhecimento da
epidemiologia do agente ou principalmente pelo desconhecimento do tempo e
condi¢cbes de permanéncia dos contaminantes em diferentes materiais e superficies
ambientais (SANTOS et al., 2007).

Métodos de controle de infecgbes associando a limpeza e desinfeccdo de
fébmites e ambientes sdo corriqueiros na medicina humana, estando a veterinaria
ainda defasada neste aspecto (SANTOS, et al., 2007). Para isso é impressindivel
que medidas de controle e profilaxia sejam adotadas, padronizadas e avaliadas,
fazendo com que haja uma diminuicdo na disseminagdo de agentes que possam

infectar tanto outros animais como o préprio homem.
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3.3 Controle e Profilaxia da Esporotricose

Durante a evolugdo do comportamento moderno social, os animais
domeésticos tem ocupado papel de destaque entre as familias, possuindo inclusive
um grande valor afetivo, e uma intima relacdo com seus donos, culminando para a
maior propagacao de doencas zoonéticas (AFONSO et al., 2008).

Dentre as inUmeras zoonoses, a esporotricose destaca-se por ser uma
enfermidade que necessita diversos cuidados no que diz respeito ao seu controle e
profilaxia, sendo que a prevencdo é considerada dificil de ser realizada devido a
fatores que dificultam a eliminacdo do fungo do ambiente (MARTINS, 2012). O
simples fato de tratar-se de um fungo geofilico, ou seja, encontrado amplamente
distribuido na natureza, sob a forma micelial em solo rico em matéria organica,
cascas de arvores e vegetais em decomposicdo € determinante para o seu controle
(KNOW-CHUNG & BENNETT, 1992; CRUZ, 2013).

Contudo, no sentido de tentar minimizar a disseminacao da doenca ou a re-
infeccdo dos animais doentes, existem medidas rigidas de protecdo, para as
pessoas em contato como 0s animais supeitos ou doentes, que devem ser
adotadas, sendo orientada a diminuicdo do contato com o exsudato das lesdes
através da utilizacado de luvas de procedimento, lavar punhos, méos e bragos com
iodo-povidina ou clorexidine apdés a manipulacdo do animal (TABOADA, 2004;
SILVA et al., 2012; MARTINS, 2012). Outro procedimento importante a ser adotado
principalmente pelos profissionais da saude que irdo manipular o animal, € a
utilizacdo de equipamentos de protecdo individual, tais como aventais descartaveis
de manga longa com eldstico no punho, luvas de procedimento descartaveis,
mascara, oculos de protecao e touca descartavel (SILVA et al., 2012a)

Com relacédo aos cuidados que devem ser adotados com 0s animais, tem
sido recomendado a separacdo de gatos doentes de outros animais criados no
mesmo ambiente, a castragdo dos animais, o mantimento dos mesmos domiciliados,
dentre outras medidas (SCHUBACH et al., 2001).

Além disso, é orientado ao proprietario que seja feita a higienizacdo da
caixa de transporte, o destino para os residuos gerados pelos animais doentes e a
limpeza do ambiente onde o animal estd sendo mantido também sdo medidas
importantes que ndo devem ser esquecidas (SILVA et al., 2012a). Com relacdo aos

procedimentos que devem ser adotados no ambiente veterinario, estdo incluidos a
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higienizagdo da mesa de atendimento e estrumental, apos cada exame clinico, uma
vez que o isolamento fangico de ambientes veterinarios e domiciliares ja foi
comprovado (MATTEI et al., 2011).

Com o intuito de prevenir a contaminacao cruzada de individuos que entrem
em contato com superficies, equipamentos e artigos contaminados,é preconizada a
realizagdo de procedimentos de limpeza, desinfecgdo e/ou esterilizagdo utilizando
substancias a base de hipoclorito de sodio (BRASIL, 2006; PENNA, 2006; SILVA et
al.,, 2012a; MADRID et al.,, 2013). Poréem, através de testes realizados por
pesquisadores ao longo dos anos, pode-se notar que a acdo desses produtos é
contraditoria (FRAISE et al., 2004; MADRID et al., 2013).

O cuidado especial que deve ser adotado com a espécie felina ocorre devido
ao seu alto potencial disseminador, principalmente pelo fato dessa espécie possuir
grande quantidade de organismos fangicos presentes nas lesdes, diferentemente
das outras espécies, e pelo fato dos felinos carrearem o0 agente nas unhas e
cavidade oral, tornando mais provavel a transmissao a partir desta espécie do que
de outros animais (TABOADA, 2004; ANTUNES et al., 2009; PEREIRA et al., 2011,
MADRID et al., 2012).

O esclarecimento do proprietario € outro fator importante que deve ser
levado em conta, por tratar-se de uma doencga zoongtica que apresenta alto risco de
contaminacao, portanto a correta orientacdo sobre o manuseio do animal doente é
imprescindivel (SILVA et al., 2012a; MARTINS, 2012).

Barros et al. (2010) preconiza que o aumento de niumeros de unidades de
controle de zoonoses para o tratamento e castracdo de felinos, eutanasia dos
animais em caso de impossibilidade terapéutica, cremacdo dos corpos que
evoluiram para o Obito e educacdo para posse responsavel de animais domésticos

séo medidas que adotadas em conjunto minimizam a disseminacao da doenca.

3.4 Desinfetantes

A prevencdo das infeccbes cruzadas tem enfrentado uma grande
dificuldade, principalmente pelo fato de que na maioria das vezes, 0s
microrganismos tem vencido as medidas de seguranca adotadas na atualidade,

colocando em risco profissionais e pacientes (MACHADO et al., 2008).
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A desinfeccéo trata-se de um processo de curta duragéo, que pode variar de
alguns segundos a 30 minutos (VENTURELLI et al., 2009), sendo a desinfeccdo de
superficie realizada nas areas externas de equipamentos e ambientes (MOZACHI;
SOUZA, 2005). Segundo a literatura, a desinfeccdo pode ser responsavel pela
eliminacdo de todos os microrganismos patoldgicos, com excecdo dos endosporos
bacterianos (KALIL; COSTA, 1994).

No mercado existem inUmeros principios ativos disponiveis, sendo
necessario o conhecimento do espectro de atividade, toxicidade, poder residual,
custo e natureza do material a ser tratado. Ainda ndo existe um produto que
apresente todas essas caracteristicas, possuindo vantagens e desvantagens que
devem ser avaliadas no momento da sele¢édo para o uso (MCDONNELL; RUSSELL,
1999). Além disso, deve-se considerar que o0s fungos sao microrganismos
considerados de resisténcia intermediaria a desinfetantes (BRASIL, 1999).

Na desinfeccdo de alto nivel, obtém-se a destruicio de todos os
microrganismos, com excecao dos esporos. Fala-se em desinfeccdo de nivel
intermediario quando se consegue 0 exterminio da maioria dos microrganismos, o
gue inclui o bacilo da tuberculose e os fungos de maneira geral, mas nao todos os
tipos de virus nem esporos. Quando poucos microrganismos sao eliminados por
meio dos agentes quimicos, nomeia-se de desinfeccdo de baixo nivel.

Dentre o0s desinfetantes mais comumente utilizados em ambientes
veterinarios podemos citar o hipoclorito de sddio, o digluconato de clorexidina e o
alcool 70°, dentre outros (SANTOS, et al., 2007).

3.4.1 Hipoclorito de Sodio

O hipoclorito de sodio € utilizado para a desinfeccdo de superficies nao
metélicas em geral, possuindo amplo espectro de atividade antimicrobiana, baixo
custo e acdo rpida, inclusive na presen¢ca de matéria organica (BRASIL, 2010;
MADRID et al., 2013).

A principal desvantagem encontrada nesse produto é o fato da temperatura,
concentracdo, presenca de luz e pH interferirem e levarem a sua decomposicao
(BRASIL, 2010).
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Acredita-se que a acdo destes produtos ocorra através da inibicdo de
algumas reacdes enzimaticas-chave dentro das células, por desnaturacdo de
proteina e por inativacdo do acido nucléico, sendo ativo contra bacilo da tuberculose,
virus e fungos, na concentracéao de 0,5% a 1% (MADRID et al., 2013).

Estudos a respeito de sua atividade tem demonstrado um certo grau de
resisténcia dos microrganismos, principalmente pelo fato das concentragbes
utilizadas ndo serem as necessarias para a eliminacdo por completo dos agentes
(WALTIMO et al., 1999; ESTRELA et al., 2003; FRAISE et al., 2004; MENEZES et
al., 2008; CHANDRA et al., 2010; MADRID et al., 2013).

3.4.2 Alcool 70°

Os alcoois etilico e isopropilico sdo considerados desinfetantes de nivel
intermediario, empregados tanto em superficies e instrumentos como na pele, como
antisséptico (VENTURELLI et al., 2009; BRASIL, 2010).

A atividade antimicrobiana dos alcoois esta condicionada a sua
concentracdo em peso ou em volume em relagcdo a agua, que deve ser de 70%
(P/P) ou 77% (VIV), respectivamente. Nessa concentracdo, o alcool ndo desidrata a
parede celular do microrganismo, podendo penetrar no seu interior, onde ira
desnaturar proteinas, fato que ndo ocorre quando se utiliza o alcool acima ou abaixo
da concentracao ideal (VENTURELLI et al., 2009).

Podemos citar como vantagens da desinfeccdo com o alcool 70%:
bactericida de agéo réapida; acdo na presenca do Mycobacterium tuberculosis € virucida
(somente para virus lipofilicos); irritante leve; baixo custo; ndo-toxico; incolor e nao
deixa residuos. Como desvantagens, podemos considerar as seguintes
caracteristicas: ndo € esporicida; tem atividade diminuida na presenca de matéria
organica; danifica material de plastico, borracha ou acrilico; evapora rapidamente,
apresenta diminuicdo da atividade antimicrobiana em sangue seco, saliva e outras
matérias organicas; nao tem registro como desinfetante na Environmental Protection
Agency (EPA) e nado ser aceito pela Centers for Disease Control (CDC) como
desinfetante de superficie fixa e instrumental; ndo apresenta agdo contra virus
hidrofilicos; ndo tem acéo residual; e é um desinfetante de nivel médio. O uso do
alcool 70% é um método de desinfeccdo bastante popular, por ser um processo

simples, relativamente rapido e de baixo custo para se realizar a destruicdo de
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microrganismos. No entanto, o uso do alcool acaba sendo, muitas vezes,
superestimado, provavelmente devido a sua facilidade de obtencdo e aplicacédo
(VENTURELLI et al., 2009).

3.5 Uso das plantas medicinais

Cada vez mais o estudo de novos agentes antimicrobianos é fundamental e
se faz necessario principalmente pelo surgimento de microrganismos resistentes e
de infeccOes oportunistas fatais (OSTROSKY et al., 2008; MACHADO et al., 2013).
Um fator que corrobora com o surgimento desses microrganismos resistentes é o
uso indiscriminado de medicamentos no tratamento e prevengao de doengas, tanto
relacionado ao homem quanto aos animais (MACHADO et al., 2013).

O aumento de infec¢des oportunistas em pacientes imunocomprometidos e
0 aparecimento de algumas cepas de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos usualmente administrados, gerou interesse em pesquisas voltadas
para agentes fitoterapicos. A combinacéo de alguns antifangicos como fluconazol ou
cetaconazol com esses agentes fitoterapicos potencializam os efeitos desses
medicamentos e podem diminuir os efeitos colaterais e secundéarios (GIORDANI,
2004).

Na maioria das vezes, as plantas sao usadas na forma de extratos, que sao
preparacdes concentradas obtidas a partir do material vegetal que passou por
estabilizacdo, secagem e ou moagem, e posteriormente por um solvente extrator
através de determinada metodologia (SIMOES et al., 2003). Os primeiros registros
da utilizacdo de extratos vegetais datam do ano 1.500 d.C., sendo utilizados vinho,
vodka e gim como solvente. Outros métodos de extracdo foram surgindo e sendo
aprimorados com o passar dos anos (CLEFF et al., 2008).

Segundo a literaura, as metodologias de extragdo mais utilizadas sé&o
maceracgao, infusdo, decoccao, digestédo, percolacdo, destilagdo, secagem e outros
processos mais sofisticados que permitem obter extratos qualitativamente superiores
como a extracdo por solvente assistida por microondas, extracdo com CO,
supercritico, “Vacuum Microwave HydroDist'illation” (VMHD), extracéo biotecnoldgica
com fermentac&o e bioconversio (SIMOES et al., 2003).
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Numa populacdo com baixo acesso a medicamentos, agregar garantias
cientificas a essa pratica terapéutica traz inumeras vantagens, como baixo custo e
facil acesso, diminuicdo de efeitos adversos e dos riscos de intoxicagdo por uso
inadequado (FURLAN, 1998; GIORDANI et al., 2012).

No inicio da década de 90, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou
que 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas
medicinais como unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude (GARCIA et
al., 2005; SOUSA; CONCEICAO, 2007).

E sabido que a composicdo quimica das plantas sofre influéncia de fatores
climaticos, altitude, condi¢gBes e caracteristicas de solo, da parte da planta analisada,
do tipo de extrato, aléem das condicOes de cultivo e estocagem entre outros fatores
(SIMOES et al., 2003). Entretanto alguns componentes se mantém na forma
gualitativa variando apenas em quantidade (DANILA; GATEA; RADU, 2011).

A familia Lamiaceae engloba diversas plantas aromaticas, das quais €
possivel extrair Oleo essencial de odor agradavel, que apresenta em sua
composicdo quimica uma complexa mistura de hidrocarbonetos, &lcoois e
compostos carbonilicos, além de compostos fendlicos. Dentre os pertencentes a
esta familia, e que sdo conhecidos por seu poder antimicrobiano, podemos citar
Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, Origanum majorana, Thymus vulgaris, dentre outros
(LORENZI; MATOS, 2006; CLEFF et al., 2008; SANTIN, 2013).

As propriedades antimicrobianas de extratos e Oleos essenciais que as
plantas contém como produtos de seu metabolismo secundéario € conhecida
empiricamente ao longo dos séculos, no entanto, a comprovacdo cientifica so
ocorreu recentemente (DUARTE, 2006), principalmente pelo fato dessas
propriedades impulsionarem varios grupos de pesquisadores a estudarem a

atividade biolégica das plantas utilizadas para fins medicinais ao redor do mundo.

3.5.1 Origanum vulgare L.

O Origanum vulgare L., conhecido popularmente como orégano, é uma planta
perene, originaria da regido mediterrdnea que tem apresentado resultados de
destaque como agente habil de inibicdo de bactérias e fungos, estando enquadrado
na familia Lamiaceae (LORENZI; MATOS, 2006; CLEFF et al., 2008; FREITAS et al.,
2013; SANTIN, 2013).
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Suas folhas secas e seu 06leo essencial tem sido utilizados na medicina por
varios séculos em diferentes partes do mundo, e seu efeito positivo sobre a saude
humana tem sido atribuido a presenca de compostos antioxidantes na erva e
consequentemente em seus produtos derivados (PEAK et al., 1991; CERVATO et
al., 2002).

Sahin et al. (2003), conduziram um estudo a respeito da acdo do Oleo
essencial de O. vulgare € de seu extrato metandlico sobre uma série de espécies de
bactérias deteriorantes de alimentos, observando que o Oleo teve acdo sobre a
maioria delas, ao contrario do extrato metandlico.

Alvarenga e colaboradores (2007) avaliaram a acao do extrato aquoso e do
extrato alcodlico de ©O. vulgare frente a isolados bacterianos de Staphylococcus,
Streptococcus, Listeria, Salmonella € Shigella através da técnica de difusdo em disco,
demonstrando a agcdo somente por parte do extrato alcodlico a 20% frente a Shigella.

Em 2008, Silva et al., ao avaliar a agéo da tintura e da infusdo de O. vulgare
observou que as concentracfes testadas ndo apresentaram atividade antimicrobiana
frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli € Candida albicans, nas condi¢des
avaliadas.

Ja no ano de 2009, Saeed & Tariq, demonstraram a atividade da infusdo e
do oleo essencial frente a 111 bactérias Gram-positivas, porém ao testar a decocc¢éo
todos os microrganismos testados mostraram-se resistentes.

Afim de descobrir o0s componentes responsaveis pela acdo antimicrobiana
presente no O. vulgare, alguns pesquisadores tem realizado estudos com a finalidade
de descrever o perfil quimico de diferentes extratos de O. vulgare (PIZZALE et al.,
2002; SKERGET, et al., 2005). Danila; Gatea; Radu (2011) ao realizar um estudo da
identificacdo quimica do extrato hidroalcodlico de Origanum vulgare, detectou a
presenca de compostos fendlicos como, acido clorogénico, &cido caféico, acido
ferdlico, cumarico, acido rosmarinico e os flavondides, rutina, luteolina, quercetol,
apigenina, quercetina ekaempherol, sendo que os majoritarios foram os acidos
rosmarinico, cumarico e a rutina.

Na medicina veterinaria, estudos a respeito das atividades do 6leo essencial
de 0. vulgare j& sdo bastante conhecidos, principalmente no que diz respeito a sua
acao frente a fungos leveduriformes tais como Candida spp, Cryptococcus neoformans,

Malassezia pachydermatis € inclusive o Sporothrix (MANOHAR et al., 2001; CHAMI et al.,
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2004; CLEFF et al., 2008; CLEFF et al, 2010), porém a acdo de outros tipos de
extratos, como extrato aquoso e hidroalcodlico, ainda € pouco estudada.

3.5.2 Rosmarinus officinalis L.

O Rosmarinus officinalis L., conhecido popularmente como alecrim, € um
arbusto aroméatico de pequeno porte da familia Lamiaceae, cujas folhas abrigam
pequenas glandulas contendo 6leo aromatico (AL-SEREITI et al., 1999) e desde os
primordios, tem atividade antimicrobiana atribuida (LORENZI ; MATOS, 2006).

A palavra Rosmarinus significa “o orvalho que vem do mar”, em aluséo ao seu
aroma abundante das praias mediterraneas onde o alecrim crescia e se desenvolvia
espontaneamente, ja a palavra officinalis significa que era uma planta reconhecida
pela pratica médico-herborista (FARIA, 2005).

Suas partes utilizadas sao as folhas e flores, sendo que as folhas servem
para o preparo de xaropes, infusdes, tinturas, pé e também para a obtencao do 6leo
essencial (LORENZI ; MATOS, 2006). As folhas de R.officinalis tem sido popularmente
utilizadas com propriedades anti-hipertensiva e digestiva (AGRA et al., 2007), além
de antisséptico, diurético e anti-espasmodico (ALLARDICE; BONE; HUTCHISON,
1999).

Seu uso topico como cicatrizante, antimicrobiano, principalmente frente a
Staphylococcus e Monilia, € estimulante do couro cabeludo ja foi descrito por Lorenzi &
Matos (2006), no entanto pode causar aborto, sonoléncia, espasmos, gastrite e
irritacao nervosa se utilizado em altas dosagens.

Estudos relacionando a acdo do 6leo essencial extraido dessa planta frente
a diversos microrganismos vem sendo realizados, principalmente na area de
odontologia frente ao género Candida, conhecido pelo seu efeito antimicrobiano e
antiaderente (CELIKTAS et al., 2007; LUQMAN et al., 2007; POZZATTI et al., 2008;
BERNARDES et al, 2010; HUSSAIN et al., 2010; CAVALCANTI, ALMEIDA;
PADILHA,2011; SANTIN, 2013). Os compostos ativos responsaveis por essas acoes
sao considerados biomoléculas secundarias (FURLAN, 1998).

Seu O6leo essencial € constituido por hidrocarbonetos monoterpénicos,
ésteres terpénicos, linalol, verbinol, terpineol, 3- octanona e acetato de isobornila. Os
terpendides sao representados pelo carnosol, acidos carnosilico, oleanico, ursoélico,

entre outros. Os flavonoides incluem diosmetina, diosmina, gencuanina, luteolina,
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hispidulina e apigenina. Apresenta ainda os 4cidos rosmarinico, caféico, clorogénico,
neoclorogénico e labiatico (ALONSO, 1998).

Um estudo analisando a composicdo quimica do alecrim, identificou os
compostos fendlicos representados por flavonoides (apigenina, luteolina esterdides
do luteol, diosmetol) e flavonas metoxiladas em C-6 e/ou C-7 e por acidos fendlicos,
sobretudo derivados caféicos como acido caféico, acido clorogénico e rosmarinico,
além disso, observou-se a presenca de diterpenos triciclicos como acido
carnosolico, carnosol rosmanol; epirorosmanol; isorosmanol; rosmarinidifenol;
rosmariniquinona e rosmadiol, assim como triterpenos como acido ursdlico e
oleandico e amirinas (BRUNETON, 2001; NOLKEMPER et al., 2006).

Nascimento et al. (2000) relataram a ac&do antimicrobiana de extratos de
alecrim frente a bactérias sensiveis e resistentes a antibioticos sintéticos, verificando
sinergismo entre antibioticos e os extratos utilizados, possibilitando que antibidticos
ineficazes apresentassem acao sobre bactérias resistentes.

Em 2006, Lima et al.,, avaliaram a acdo do Oleo essencial de R. officinalis
frente a diferentes isolados de Candida, podendo notar que o0 mesmo era eficaz na
inibicdo do crescimento e eliminacdo desse microrganismo.

Ja em 2007, o mesmo nao aconteceu com Alvarenga et al. (2007), que ao
avaliar a acdo do extrato aquoso e alcoolico de R.officinalis frente a diversas bactérias
Gram positivas e Gram negativas, descobriu que esse tipo de extrato, na
concentracdo de 10% e 20%, ndo possuia acao frente a esses microrganismos,
porém, Newall et al.(2002), havia encontrado acdo do 6leo frente as bactérias
testadas por Alvarenga et al. (2007). Neste mesmo ano, Packer e Luz (2007),
demonstraram atividade bacteriostatica e fungiostatica do alecrim empregando a
técnica do orificio em agar.

A literatura nos cita que existe uma alta sensibilidade por parte de bactérias
Gram positivas,incluindo Staphylococcus aureus, Micrococcus SP. € Sarcina Sp., bem como
a levedura Saccharomyces cerevisiae frente ao uso do 6leo essencial de R. officinalis,
porém nenhum ou muito pouco efeito foi verificado contra as bactérias Gram
negativas, tais como Pseudomonas fluorences, Escherichia coli € Serratia (PORTE; GODOY
2001; SOUSA; CONCEICAO, 2007).
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Simdes et al. (2003) relatam que a composi¢cdo quimica das plantas sofre
forte influéncia de fatores climaticos, altitude, condi¢des e caracteristicas de solo, da
parte da planta analisada, do tipo de extrato, além das condicbes de cultivo e
estocagem entre outros fatores. Entretanto, alguns componentes se mantém na
forma qualitativa variando apenas em quantidade (DANILA; GATEA; RADU,
2011). Este fato pode justificar a diferenca de resultados encontrados ao trabalhar
com diferentes tipos de extratos.

Dentro da medicina veterinaria ainda sdo escassos 0s estudos a respeito da
utilizacdo dos extratos de R. officinalis frente aos diferentes patdégenos, porém, Cleff et
al. (2012) ao avaliar a acdo do 6leo essencial frentre a isolados clinicos de animais
acometidos por fungos do género cCandida demonstrou a acao fungicida e
fungiostéatica do o6leo frente a esses isolados, muito importante nesta area visto a

problematica existente com relac&o a crescente resisténcia antifingica.

3.6 Casos clinicos de esporotricose

Durante o periodo de 2012 a 2014 foram diagnosticados pelo Laboratorio de
Micologia — UFPel (MICVET-UFPel), 62 casos de esporotricose envolvendo animais
na regido de Pelotas-RS. O MICVET caracteriza-se por receber e processar
amostras oriundas de Clinicas Veterinarinarias Particulares e Hospital Veterinario —
UFPel, localizados na regido sul do RS atendendo principalmente as cidades de
Pelotas, Rio Grande, Morro Redondo, Cascata e Capao do Ledo, entre outras. Esta
regido é considerada como endémica para esporotricose felina, estando como a
segunda regido do Brasil com maior ocorréncia da micose em animais domésticos
(MADRID et al., 2007; MADRID et al., 2010; MADRID et al., 2011). Entretanto, dos
diagnoésticos realizados no periodo, somente um caso era relacionado a uma
infeccdo mista com esporotricose na espécie canina. Devido a menor ocorréncia da
esporotricose na espécie canina, ainda mais raro quando associada a outros

patogenos, decidiu-se por relatar o caso, o qual gerou o artigo | desta dissertacao.
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RESUMO

Relatou-se um caso clinico de dermatite multifatorial em cdo, envolvendo Demodex canis,
Sporothrix schenckii e bactérias dos géneros Staphylococcus e Streptococcus. O animal,
macho, da raca Pit Bull, com um ano e trés meses de idade apresentou lesdes Umidas,
hiperémicas, descamativas e ulcerativas na regido do pescoco e torax. Exames laboratoriais
confirmaram o diagndstico de infeccdo concomitante por fungo, bactéria e parasito. A terapia
antimicrobiana com moxidectina, itraconazol e amoxicilina foi efetiva, com remissdo dos
sinais clinicos apds 30 dias de tratamento. Este relato salienta a importancia do diagnostico de
certeza, que foi determinante para estabelecimento da terapéutica adequada e recuperacao do

animal.

Palavras-chave: Céo, demodicose, esporotricose, piodermite.

ABSTRACT

It was report a clinical case of multifactorial dermatitis in a dog, involving Demodex canis,
Sporothrix schenckii, Staphylococcus sp. and Streptococcus sp. A male dog, Pit bull with one
year and three month-old presented humid lesions, redness, scalingand ulcer in the neck and
chest. After laboratorial examination were obtained the confirmation of the
diagnosis of concomitant infection by fungi, bacteria and parasites. Antimicrobial therapy
with moxidectin, itraconazole and amoxicillin was effective, with remission of theclinical
signs after a period of 30 daysof treatment. This report emphasizes the importance
of accurate diagnosis, which was crucial to establish the correct treatment and recovery of the

animal.

Key-words: Dog, demodicosis, sporotrichosis, pyoderma.
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INTRODUCAO

As afeccbes do sistema tegumentar possuem grande importdncia na clinica de
pequenos animais representando cerca de 30 a 40% dos casos presenciados na clinica médica
(Willense, 2000). Segundo Meneses et al. (2000), as principais dermatopatias de cées e gatos,
em ordem decrescente de ocorréncia, de acordo com a etiologia sdo bacterianas, parasitarias e
fangicas. Dentre os principais agentes etioldgicos estdo bactérias dos géneros Staphylococcus
e Streptococcus, destacando-se Staphylococcus pseudointermedius na maioria dos casos de
piodermite canina e ectoparasitas como Demodex canis e Sarcoptes scabiei var.
canis(Barbosa et al., 2011). Os diagnosticos micologicos na clinica de pequenos animais séo
crescentes, especialmente naqueles animais que apresentam fatores predisponentes e/ou
infeccBes associadas, favorecendo assim a instalagcdo fungica. Dentre as diferentes espécies
fangicas de importancia clinica destacam-se Malassezia pachydermatis, Sporothrix schenckii
e os dermatofitos (Muller e Kirk, 2003; Machado et al., 2004; Whittemore e Webb, 2007;
Madrid et al., 2010).

Inmeros agentes podem estar envolvidos nas dermatopatias, levando a diferentes
quadros clinicos, tanto localizados quanto disseminados. Os casos em que ha associagdo de
microrganismos requerem uma atencdo redobrada, para que se possa instituir terapéutica
adequada (Pereira et al., 2005). Assim, o0 objetivo deste trabalho foi relatar um caso de
dermatite multifatorial em um cdo da raca Pit Bull, envolvendo ectoparasita, bactérias e

fungo.
RELATO DO CASO

Um céo, macho, da raca Pit Bull com um ano e trés meses de idade foi encaminhado
para atendimento clinico em Ambulatério do Hospital Veterinario Escola, apresentando les6es
umidas, hiperémicas, descamativas e ulcerativas na regido do pescoco e torax ha
aproximadamente 45 dias. O proprietario relatou que, inicialmente, as lesdes eram pequenas e
localizadas, e com a progressdao da enfermidade houve disseminacdo e agravamento das
lesGes. No exame clinico geral foram avaliadas a frequéncia cardiorespiratoria, tempo de
preenchimento capilar e temperatura, 0s quais encontravam-se dentro dos valores fisioldgicos

para a espécie.

Para o diagndstico definitivo foram colhidas amostras de suabes das secrecdes de pele

e raspado cutaneo com coleta de pelos e crostas. As amostras foram acondicionadas e
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encaminhadas ao laboratério para realizacdo de exame direto da amostra clinica e cultivo

microbioldgico.

Para a pesquisa de acaros foi realizado um raspado cuténeo profundo com lamina de
bisturi até producdo de sangramento para a visualizagdo, em microscopio oOptico, de acaros
adultos ou formas imaturas. O exame parasitoldgico revelou a presenca do dcaro Demodex
canis, sendo instituida terapia com moxidectina (Cydectin®) na dose de 0,5 mg/kg, por via

oral, em quatro aplica¢des, com intervalos semanais.

Para isolamento fungico, as amostras foram cultivadas em &gar Sabouraud dextrose
acrescido de cloranfenicol e cicloheximida, incubadas a 32°C por um periodo de até trés
semanas com observacdo didria. ApO0s o0 crescimento fangico foram avaliadas as
caracteristicas macro e micromorfologicas das colénias. Em 32°C as col6nias apresentavam
coloragcéo creme-acastanhada e microscopicamente filamentos finos hialinos septados com
conidios piriformes dispostos simpodialmente no apice do conidiéforo, compativel com
Sporothrix schenckii. A confirmacao do agente etioldgico foi obtida com a conversao da fase
filamentosa a leveduriforme em &gar Sabouraud dextrose acrescido de extrato de levedura em
temperatura de 37°C. A terapia antifungica no cdo, foi realizada com itraconazol na dose de

10mg/kg por via oral, uma vez ao dia por um periodo de 60 dias.

Para identificacdo bacteriana foram realizados provas e testes bioquimicos que
resultaram na identificacdo de Staphylococcus sppe Streptococcus spp, diferenciadas pela
prova bioquimica de catalase. No tratamento inicial foi utilizado sulfametoxazol associado a
trimetropina, por via oral durante uma semana, 20mg/kg, duas vezes ao dia, nas trés semanas
seguintes a antibioticoterapia seguiu com amoxicilina com clavulanato, 20mg/kg, trés vezes
ao dia. Os resultados obtidos pelos tratamentos foram satisfatorios, com visivel melhora dos

sinais clinicos.
DISCUSSAO

Dentre as dermatopatias de maior ocorréncia em cdes destacam-se as piodermites
bacterianas, sendo que bactérias Gram positivas predominam nos isolamentos (Barbosa et al.,
2011). Isolados de Staphylococcus spp e Streptococcus spp sao bactérias comumente descritas
como agentes causadores de piodermites secundérias (Conte, 2008). A infecgdo bacteriana é
frequente em doencas dermatoldgicas, sendo secundéaria a um problema subjacente que altera

a resisténcia da pele (Pena, 2007). A associacao de bactérias do género Staphylococcus com o
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Demodex canis tem sido descrita em quadros de dermatites (Guimardes et al., 2001).
Santarem (2007) afirmou que em 90% dos casos de demodicose ha o envolvimento de

bactérias gram-positivas causando piodermites.

Casos de infecgédo fungica e parasitaria concomitante sdo raramente diagnosticados na
clinica de pequenos animais e pouco descritos na literatura. Nobre et al. (1998) obtiveram
22,2% de associagdo de malasseziose e demodicose em cdes com dermatites recidivantes.
Enquanto Machado et al. (2004) observaram que somente 12,2% dos cdes apresentavam
associacdo da malasseziose e demodicose.

Casos de infeccdo mista de S. schenckii com agentes parasitarios ou fungicos sdo
raros, havendo somente um caso de esporotricose e criptococose associadas em um céo
(Shany, 2000). Nesse sentido, o presente relato foi o primeiro encontrado na literatura
consultada, pois descreve um caso de infeccdo mista de esporotricose e demodicose em um
cdo. Este relato é semelhante ao descrito por Pereira et al. (2005) em gato com demodicose,
esporotricose e pediculose co-infectado pelo virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e virus da

leucemia felina (FeLV).

A esporotricose, micose causada pelo fungo dimorfico S. schenckii, € uma doenca
considerada rara em cédes (Londero et al., 1964; Schubach e Schubach, 2000; Madrid et al.,
2007). Entretanto, casos esporadicos tem sido descritos nessa espécie em diferentes estados
do Brasil (Larsson et al., 1993; Souza et al., 2009), assim como, recentemente, um grande
numero de casos em cées nos estados do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul (Schubach et al.,
2006; Madrid et al., 2007). As alteracGes cutaneas observadas no presente relato nao
apresentavam padrdo especifico, assemelhando-se a uma infeccdo parasitaria e/ou bacteriana.
Entretanto, a presenca de &reas ulceradas pode ser sugestiva de esporotricose, uma vez que as
lesGes desta micose caracterizam-se por nodulos firmes que evoluem a areas alopécicas e/ou
ulceradas (Schubach e Schubach, 2000; Madrid et al., 2007; Souza et al, 2009). Muitos sinais
clinicos como alopecia, eritema, descamacdo, pépulas, liquenificacdo, hiperpigmentacéo,
pustulas, erosdes, crostas e/ou Ulceras decorrentes de piodermatite secundaria superficial ou

profunda (Paradis, 1999; Mueller, 2004), sdo observados em casos de demodicose.

A demodicose é uma doenca parasitaria causada pelo 4caro Demodex canis com
frequéncia muito variavel na clinica de pequenos animais. Bellato et al. (2003), em Santa

Catarina, detectaram que 52,8% dos cdes atendidos nas clinicas eram acometidos por
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ectoparasitas. Outros relatos brasileiros descreveram D. canis como o agente causal de 40% a
48,2% dos casos de sarna canina (Delayte et al., 2006; Santarém, 2007). Na India e no Canada
observou-se baixa prevaléncia de demodicose em cerca de 3% e 2,3% dos caes,
respectivamente (Nayak et al., 1997; Scott e Paradis, 1990). Essa variacdo esta relacionada,
possivelmente, as dificuldades em confirmar o D. canis nos raspados cutaneos (Muller e Kirk,
2003). Esse ectoparasita € considerado residente normal da pele de cées, sendo que estados de
imunodeficiéncia favorecem sua multiplicacéo, tornando-o patogénico. Varios autores citaram
0 aparecimento da demodicose quando ocorrem estados de imunodeficiéncia geral do animal
(Muller e Kirk, 2003), como no caso relatado, em que o animal possuia varios agentes
responsaveis pela dermatopatia.

Para o sucesso do tratamento das piodermites caninas deve-se ter como principios
bésicos a escolha adequada do antibidtico, dose efetiva e manutencdo da terapia por tempo
adequado para a erradicacdo do agente, assim como a eliminacdo dos fatores predisponentes
ou perpetuantes (Barbosa et al., 2011). Neste caso, para a infec¢do bacteriana foi prescrito
sulfametoxazol associado ao trimetoprim, como a resposta inicial ndo foi efetiva, optou-se
pela substituicdo do antibidtico por amoxicilina com clavulanato, apresentando melhora
significativa do quadro clinico. A resisténcia bacteriana tem sido relatada e trata-se de um
problema emergente, entretanto segundo Barbosa et al. (2011), cerca de 90% dos
Staphylococcus pseudointermedius isolados de cdes com piodermites sdo sensiveis a

amoxicilina com clavulanato.

Os protocolos terapéuticos instituidos para esporotricose e demodicose apresentaram
resultados satisfatorios, semelhantes aos descritos por Schubach e Schubach (2000). O
itraconazol apresenta amplo espectro de acdo tanto nas micoses superficiais como sistémicas
sendo considerado o antifingico de elei¢do para o tratamento da esporotricose em humanos e
animais (Schubach e Schubach, 2000; Schubach et al., 2006; Madrid et al., 2010). A
moxidectina utilizada no presente relato é descrita como eficaz na maioria dos tratamentos de

demodicose em caes (Paradis, 1999).

O quadro clinico apresentado pelo animal do presente relato provavelmente esta
relacionado a um desequilibrio do sistema imune uma vez que se tratava de um animal jovem.
Entretanto, um estudo mais detalhado objetivando identificar as causas que propiciaram 0
desenvolvimento deste quadro clinico ndo foi realizado principalmente, porque o animal

pertencia a uma familia de baixa renda. Em razéo da grande importancia das dermatopatias na
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clinica veterinaria e a possibilidade de envolvimento de inimeros agentes etioldgicos, a
realizacdo de exames complementares é uma ferramenta imprescindivel para o
estabelecimento do diagnostico de certeza e consequentemente, uma adequada terapia

antimicrobiana, a fim de obter a cura clinica.
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RESUMO
Visto que ja é relatado na literatura o fato de existir uma grande resistencia por parte
dos microrganismos frente aos produtos comerciais utilizados para a desinfeccao de
ambientes contaminados, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade da tintura,
do extrato aquoso (infusdo e decoccdo) e do extrato hidroalcodlico de Origanum
vulgare e Rosmarinus officinalis, como meio alternativo a utilizacao de desinfetantes,
frente a fungos do complexo Sporothrix. Para isso, foram utilizados isolados fungicos
provenientes de cdes e gatos com esporotricose. A sensibilidade do Sporothrix
frente aos extratos das plantas foi testada através da técnica de exposicéo direta, na
presenca ou ndo de matéria organica, sendo sua a¢do avaliada nos tempos de 5, 10
e 15 minutos de exposi¢cdo. Como controle, utilizou-se uma solucdo de agua estéril
contendo o in6culo e como controle dos desinfetantes utilizados no mercado foram
utilizados hipoclorito de sbédio e &lcool 70°. Todos isolados testados foram
eliminados com a utilizacdo da tintura, tando de orégano como de alecrim, e com a
utilizacdo do extrato hidroalcodlico de orégano, demonstrando a sensibilidade por

parte do Sporothrix sp a esses extratos.
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Palavras-chave: Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, desinfecc¢ao,

esporotricose.

ABSTRACT

It is already reported in the literature, the fact that there is a resistance by the
microorganisms against commercial products used for the disinfection of
contaminated environments, the aim of this study was to evaluate the activity of the
tincture, aqueous extract (decoction and infusion) and hydroalcoholic extract of
Origanum vulgare and Rosmarinus officinalis, as an alternative to disinfectants, using
the technique of direct exposure, front Sporothrix spp. For this, direct exposure tests
with fungal isolates from clinical cases pertaining to dogs and cats with sporotrichosis
, Where aa sensitivity against Sporothrix extratosdas plants was tested using the
technique of direct exposure , with its action evaluated in the times of 5 were
performed , 10:15 minutes of exposure . As a positive control, we used a sterile water
solution containing innocuous and disinfectants used to control the market of sodium
hypochlorite alcohol and 70 ° were used. As a result, it can be shown by the
sensitivity of the isolates tested against Sporothrix spp hydroalcoholic extract of
Origanum vulgare at all times of exposure to which he was subjected, in 10%

concentration of the extract.
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A esporotricose € uma das principais doencas fungicas de animais domesticos,
representando cerca de 3,4% de todas as dermatoses fungicas dos felinos (Larsson,
2011), tendo uma importancia maior por tratar-se de uma zoonose transmitida por
animais que vivem em estreita relacdo com o homem (Kwon-Chung & Bennet, 1992;
Barros et al., 2004; Madrid et al., 2011; Cruz, 2013).

A maioria das infecgbes pelo Sporothrix spp. ocorrem por meio de ferimentos
por espinhos, farpas de madeiras e outros materiais de origem vegetal, ou
arranhadura e mordedura de animais contaminados (CRUZ, 2013). Porém, ja foram
descritas outras formas de contaminacdo como picada de inseto e transmisséo por
outros animais (Kwon-Chung & Bennet., 1992).

Nos ultimos anos, diversos autores tem enfatizado a importancia do felino
domeéstico como principal transmissor da doenca para o homem e para outros
animais, inclusive para o préprio gato (Barros et al., 2001; Barros et al., 2004; Barros
et al., 2008; Schubach et al., 2008). Esta espécie constitui um importante
reservatorio com isolamento fangico a partir de 100% das lesbes cutaneas, 66,2%
das cavidades nasais, 41,8% das cavidades orais e 39,5% das unhas destes
animais, sendo que felinos assintomaticos também podem conter o fungo nas unhas
e cavidade oral (Reis et al., 2009; Madrid et al., 2011).

A necessidade de um tratamento antifUngico regular e prolongado, seu custo
elevado e a dificuldade na administracdo de medicamentos por via oral aos gatos
domésticos sao fatores que podem contribuir para o baixo percentual de cura clinica
da esporotricose felina (Schubach et al., 2004).

Outro fator importante a ser considerado € o risco zoon6tico da doenca que
leva o proprietario abandonar o animal longe da sua residéncia, favorecendo ainda

mais a disseminagdo da doencga. Além disso, o sacrificio dos animais e o descarte



44

incorreto dos corpos, em terrenos baldios ou enterrando-0s nos quintais, tambéem
favorece a permanéncia do fungo no meio ambiente (Barros et al., 2010; Silva et al.,
2012).

Mattei et al. (2011) comprovou que os fungos do complexo Sporothrix podem
ser isolados de ambientes hospitalares e domiciliares, havendo uma necessidade de
aumentar os cuidados com a desinfeccao desses ambientes uma vez que, o risco de
animais ou humanos se contaminarem € eminente.

O uso de luvas na manipulacdo dos animais e a desinfeccdo das instalacoes e
utensilios com solucdo de hipoclorito de sodio s&o indicadas para minimizar os
riscos de contaminagdes cruzadas (Barros et al., 2010; Silva et al.,, 2012). A
prevencdo da infeccdo cruzada € parte fundamental na conduta pratica de um
tratamento, sendo a realizacdo da desinfeccéo de superficies um dos procedimentos
fundamentais para manter a biosseguranca nos consultérios e hospitais (Fantinato et
al.,1994; Bambace et al. 2008). Portanto, o produto quimico escolhido deve realizar,
efetivamente, as funcdes de descontaminacao e desinfecc¢éo (Brasil, 2000).

Cada vez mais tem se buscado alternativas terapéuticas em plantas
medicinais, devido a resisténcia estabelecida dos microrganismos frente aos
produtos disponiveis no mercado (Nascimento et al., 2000; Castro et al., 2000). A
capacidade antimicrobiana de extratos vegetais de R. officinalis e O. vulgare ja vem
sendo testada frente a diversos microrganismos (Cleff et al., 2008; Cleff et al, 2010;
Santin et al., 2013), porém sua atividade desinfetante ainda néo foi avaliada.

Diante do exposto esse trabalho teve por objetivo avaliar a eficacia de
diferentes extratos vegetais de Origanum vulgare e Rosmarinus officinalis na
eliminacdo de fungos do complexo Sporothrix, na presenca ou ndo de matéria

organica.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados isolados de Sporothrix spp provenientes de casos clinicos de
esporotricose felina e canina, que estavam armazenados na micoteca do Laboratorio
de Micologia Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Os isolados
fungicos foram cultivados em agar batata dextrose (PDA) a 28°C durante sete dias
para que se obtivesse a fase filamentosa do fungo. Posteriormente, o inoculo fangico
foi preparado em agua destilada estéril, sendo a turbidez da solugcéo ajustada por
espectrofotometro em 70% de transmitancia, alcancando densidade final de 1 a 5 x
10° células/mL.

Os extratos vegetais de Origanum vulgare e Rosmarinus officinalis foram
preparados a partir de folhas das plantas adquiridas de distribuidor comercial (LUAR
SUL®) com certificacdo botéanica. O extrato hidroalcodlico foi obtido através da
destilacdo fracionada em rota-evaporador a pressdo reduzida para extracdo do
alcool (solvente) da tintura de O. vulgare e de R. officinalis, sendo esta preparada na
concentracdo de 10% em alcool 70°GL de cereais. Para a preparagdo da tintura, a
mistura foi mantida ao abrigo da luz durante sete dias a temperatura ambiente,
sendo realizada a homogeneizagdo do produto uma vez ao dia. Apos sete dias, a
solucdo foi filtrada e armazenada em um vidro ambar estéril, segundo protocolo
estabelecido por Schiedeck et al. (2008). ApoOs a extracdo do solvente, procedeu-se
a re-hidratacdo com agua destilada estéril reconstituindo a concentracéo original do
extrato.

O extrato aquoso foi obtido através de duas formas, a infusédo (Inf) e decoccao
(Dec). A infusdo foi obtida através da imersédo de 10g de planta em 100mL de agua
destilada estéril aquecida a 100°C. O tempo de contado da planta com a agua

aguecida foi de 10 minutos. Apds, a mistura de agua e planta, foi filtrada e
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armazenada para utilizacdo imediata. Para a decoccao, procedeu-se a imersao de
10g de planta em 100mL de agua destilada estéril fervente, mantidos em contados
por 10 minutos, com posterior filtracdo e armazenagem para a utilizacdo imediata
(Brasil, 2011).

O teste foi acompanhado de controles positivos de desinfetantes utilizados na
rotina para a limpeza e desinfeccéo de superficies sendo hipoclorito de sodio 4% e
alcool 70°.

A suscetibilidade in vitro foi testada de acordo com o protocolo descrito por
Schuch et al. (2008) com modificagbes. Quatro tubos-teste contendo 4 ml de cada
produto foram utilizados, sendo que todos os extratos tanto de orégano quanto de
alecrim foram testados na concentracdo de 10%. Em dois deles foi adicionado 1 mL
de agua destilada esteril, e em outros dois adicionou-se 1mL de leite UHT
(representando a matéria organica). Os tubos foram rigorosamente agitados e em
seguida 100uL do inéculo fungico foi adicionado. Nos tempos de 5, 10 e 15 minutos,
aliqguotas de 100uL eram retiradas dos tubos e semeadas, em triplicata, nas placas
de Petri contendo agar sabouraud dextrose. Como controle negativo, utilizou-se uma
solucdo de &gua destilada estéril contendo o inoculo. Todas as placas foram
incubadas a uma temperatura de 25°C durante sete dias, para posterior contagem
do numero de unidades formadoras de colbnias.

Os resultados foram analisados através da ANOVA seguido do teste de TUKEY

no programa Statistix 9®.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A tintura a 10% obtida a partir do Origanum vulgare e Rosmarinus officinalis

inibiu em 100% o crescimento de todos isolados de Sporothrix spp testados, na
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presenca ou hao de matéria organica. Ao contrario do que foi observado, um estudo
conduzido por Silva et al. (2008) demonstrou que a tintura e a infusdo de O. vulgare
nao foram eficazes na eliminacdo de Candida spp, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, a partir da concentracdo de 50%, sendo o teste realizado
através da técnica de maxima diluicdo inibitéria. Segundo a literatura, o teste de
exposicao direta € considerado o teste que melhor reproduz a forma com que 0s
desinfetantes séo utilizados quando comparado com os testes de microdiluicdo em
caldo e difusdo em disco (Madrid et al., 2012), fato este que pode ter culminado para
a obtencéo de resultados divergentes aos encontrados na literatura com relacéo ao
uso da tintura, sem contar que trata-se de microrganismos diferentes (Silva et al.,
2008).

Em um estudo conduzido por Mattei et al. (2011), foi possivel observar que o
alcool 70° era eficaz na eliminacdo do Sporothrix spp. A tintura possui em sua
composicdo o alcool 70° de forma ativa, fato que pode ter influenciado nos
resultados obtidos, ajudando na eliminac¢ao do fungo.

Os extratos aquosos (infusdo e decoccao) tanto de Origanum vulgare como de
Rosmarinus officinalis, ndo apresentaram atividade fungicida frente a nenhum dos
isolados de Sporothrix spp testados, concordando com um estudo realizado por
Alvarenga e colaboradores (2007) que observaram ineficacia do extrato aquoso de
O. vulgare e do R. officinalis na concentracdo de 10% e 20% frente a
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Listeria monocytogenes (ATCC 33090),
Salmonella choleraesuis (ATCC 14028), Shigella flexneri (ATCC 25931),
Streptococcus mitis (ATCC 9811) e Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Em relacdo aos desinfetantes testados, estes apresentaram 100% de

eliminacdo de todos isolados em todos os tempos a que foram submetidos, na



48

presenca ou ndo de matéria organica. Os resultados obtidos eram esperados, uma
vez que a literatura cita a acdo do hipoclorito de sédio e do alcool 70° como
desinfetantes eficazes na eliminacdo do Sporothrix spp (Mattei et al., 2011; Madrid et
al., 2012).

Pesquisas a respeito da atividade antifingica de agentes quimicos utilizados na
desinfeccdo de ambientes veterinarios sdo escassas (Santos et al., 2007; Xavier et
al., 2007), porém,estudos acerca da atividade antifungica da clorexidina e do
hipoclorito de sodio na area da odontologia séo frequentes, principalmente no que
diz respeito ao género Candida (Waltimo et al., 1999; Estrela et al., 2003; Fraiser et
al.,, 2004; Menezes et al.,, 2008; Chandra et al., 2010). Os resultados obtidos no
presente estudo se assemelham aos obtidos por Madrid et al. (2012) queavaliaram a
acao do hipoclorito de sédio e do digluconato de clorexidina frente ao Sporothrix spp,
através da técnica de exposicao direta, e observaram maior eficacia do hipoclorito
na concentracdo de 4% quando comparado ao digluconato de clorexidina na
eliminacao desse fungo.

Quanto aos resultados obtidos com o uso do extrato hidroalcodlico de R.
officinalis e O. vulgare, verificou-se que nao houve diferenca na suscetibilidade entre
os isolados felinos e caninos testados. O EHA de O. vulgare foi o Unico que se
mostrou eficaz, reduzindo significativamente o numero de UFC quando comparado

ao controle, na presenca ou ndo de matéria organica (Tabela 1).
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Tabela 1 - Média das contagens das UFC do teste de exposicdo direta com os
extratos de O. vulgare e R. officinalis em isolados de Sporothrix spp

Extrato Tempo Isoladol Isolado2 Isolado3 Isolado 4
Tintura A 5M 0 0 0 0
Tintura A 10M 0 0 0 0
Tintura A 15M 0 0 0 0

Tintura A+L 5M 0 0 0 0
Tintura A+L 10M 0 0 0 0
Tintura A+L 15M 0 0 0 0
Tintua O 5M 0 0 0 0
Tintua O 10M 0 0 0 0
Tintua O 15M 0 0 0 0
Tintua O+L 5M 0 0 0 0
Tintua O+L 10M 0 0 0 0
Tintua O+L 15M 0 0 0 0
Inf. A 5M 121 142 124 135
Inf. A 10M 115 130 123 127
Inf. A 15M 102 124 116 120

Inf. A+L 5M 132 146 130 137

Inf. A+L 10M 125 143 126 133

Inf. A+L 15M 121 144 122 136

Inf. O 5M 123 141 126 132
Inf. O 10M 121 139 128 120
Inf. O 15M 110 139 120 126

Inf. O+L 5M 130 138 131 142

Inf. O+L 10M 126 132 128 136

Inf. O+L 15M 115 126 120 131

Dec. A 5M 128 129 121 132

Dec. A 10M 122 116 119 129

Dec. A 15M 118 105 110 123
Dec. A+L 5M 122 123 123 132
Dec. A+L 10M 118 110 117 124
Dec. A+L 15M 110 108 102 110

Dec. O 5M 136 132 120 132

Dec. O 10M 128 125 114 124

Dec. O 15M 110 110 103 113
Dec. O+L 5M 131 120 120 123
Dec. O+L 10M 125 110 116 116
Dec. O+L 15M 107 107 102 107

EHA A 5M 168 142 156 151

EHA A 10M 118 132,3 136 140

EHA A 15M 103 112,1 100 120
EHAA+L 5M 138 125 157 131
EHAA +L 10M 119 120 130 125

EHAA+L 15M 110 110 63 120
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EHA O 5M 0 0 3 1
EHA O 10M 0 0 3 1
EHA O 15M 0 0 1 1

EHA O+L 5M 1 2 33 0
EHA O+L 10M 0 0 20 0
EHA O+L 15M 0 0 5 0
Hipoclorito 5M 0 0 0 0
Hipoclorito 10M 0 0 0 0
Hipoclorito 15M 0 0 0 0

Hipoclorito + L 5M 0 0 0 0

Hipoclorito + L 10M 0 0 0 0

Hipoclorito + L 15M 0 0 0 0

Alcool 70° 5M 0 0 0 0
Alcool 70° 10M 0 0 0 0
Alcool 70° 15M 0 0 0 0

Alcool 70° + L 5M 0 0 0 0

Alcool 70° + L 10M 0 0 0 0

Alcool 70° + L 15M 0 0 0 0

Controle 5M 134 140 142 152
Controle 10M 130 143 156 149
Controle 15M 127 138 146 147

D(_ec: decoccdo; Inf: infusdo; A: alecrim; O: orégano; EHA: extrato hidroalcodlico; L: Leite; M:
minutos

Conforme Silva et al. (2008), as plantas que tem em sua estrutura
componentes fendlicos, tais como o carvacrol e timol, tendem a apresentar atividade
antimicrobiana. Este fato faz com que haja um aumento na pesquisa da acéo de
diferentes tipos de extratos de O. vulgare e R. officinalis, uma vez que se sabe que
essas plantas possuem esses componentes em sua estrutura.

O fato do EHA de O. vulgare ter demonstrado acéo frente ao Sporothrix spp e o
extrato aquoso dessa mesma planta ndo, pode ser justificada pelo simples motivo de
que a composicao quimica da planta sofre influéncia do tipo de solvente a que a
extracdo € submetida, uma vez que solventes diferentes podem extrair compostos
ativos diferentes responsaveis pela acdo antimicrobiana da planta (Simdes et al.,
2003). Entretanto, alguns componentes podem se manter na forma qualitativa,

variando apenas em quantidade (Danila; Gatea; Radu, 2011).
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Segundo Danila; Gatea; Radu (2011), o extrato hidroalcodlico de O. vulgare
apresenta como contituintes compostos fenolicos como, acido clorogénico, acido
caféico, acido ferulico, cumarico, &cido rosmarinico e os flavondides, rutina,
luteolina, quercetol, apigenina, quercetina e kaempherol, sendo que os &acidos
rosmarinico, cumarico e a rutina foram identificados como os compostos majoritarios
(Danila; Gatea; Radu, 2011). Tais compostos fendlicos sdo capazes de dissolverem-
se dentro da membrana microbiana e desta forma penetrar dentro da célula, onde ira
interagir com mecanismos do metabolismo microbiano (Marino et al., 2001). De
acordo com a literatura, os compostos majoritarios no EHA de O. vulgare, podem
atuar reduzindo a permeabilidade celular (Cunha et al., 2008; Leonardi & Chorilli,
2010) e assim influenciar na entrada e saida de metabolitos da célula fungica, o que
pode ter levado a morte celular do Sporothrix spp.

Pesquisas a respeito da acdo do EHA do O. vulgare e R. officinalis ainda nao
escassas. Porém, a acdo do Oleo essencial de orégano frente a isolados fingicos do
complexo Sporothrix ja foi testada por Cleff et al. (2008), mostrando o poder
fungicida do Oleo frente a esse microrganismo.

O uso de plantas medicinais ou de substancias ativas das plantas na Medicina
Veterinaria é de grande importancia, principalmente no que diz respeito a residuos
deixados por medicamentos alopaticos em produtos de origem animal, fato que tem
levado o mercado a rejeitar tais produtos (Benez et al., 2002), além da resisténcia
existente por parte dos microrganismos a esses produtos (Andremont, 2001).

Um trabalho avaliando a acdo desinfetante de extratos hidroalcodlicos e
aguosos de Eucalyptus ssp, Baccharis trimera e Tagetes minuta, todos na
concentracdo de 10%, frente a S. aureus, S. agalactiae e P. aeruginosa através do

teste de exposicdo direta, comprovou a acdo desses extratos frente a esses
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microrganismos sugerindo a utilizacdo dessas solu¢cdes em situacdes-problema em
gue as bactérias estivessem envolvidas (Schuch et al., 2008).

A rapidez do efeito antimicrobiano da solu¢cdo empregada é essencial (Schuch
et al., 2008), e o fato do EHA de orégano ter apresentacdo acéo frente ao Sporothrix
spp com apenas 5 minutos de exposicéo, tanto na presenca como na auséncia da
matéria organica sustenta a indicacdo de uso desse produto como

desinfetantes/anti-séptico.

Concluséo

Os resultados demonstraram que a tintura e o extrato hidroalcodlico de
Origanum vulgare na concentracdo de 10% foram eficazes na eliminacdo de
Sporothrix spp tanto na presenca quanto na auséncia de matéria organica, a partir
de 5 minutos de contato com o fungo, sendo que os demais extratos néo
apresentaram atividade frente ao Sporothrix spp na concentracdo avaliada, durante

5, 10 e 15 minutos de contato.
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Extratos vegetais para a desinfec¢éo de superficies contaminadas por
Sporothrix spp

RESUMO

Com esse trabalho, objetivou-se avaliar a acdo desinfetante de extratos hidroalcodlicos de
Origanum vulgare e Rosmarinus officinalis em superficies contaminadas com fungos do
complexo Sporothrix . Superficies de inox, formica e piso ceramico foram contaminadas com
indculos de Sporothrix sp e expostas aos extratos vegetais na concentracéo de 10% a partir da
técnica de spray-wipe-spray. O experimento foi realizado com isolados fangicos provenientes
de cdes e gatos com esporotricose. Como controle, as superficies contaminadas também foram
testadas, através da mesma técnica, frente ao hipoclorito de sddio e alcool 70°. Apds a analise
dos resultados, pode-se notar a sensibilidade por parte do fungo aos extratos testados, sendo
gue o extrato hidroalcodlico de Origanum vulgare foi o Unico produto testado que eliminou
100% dos microrganismos fungicos presentes em todas as superficies. Os resultados
demonstram a eficicia dos extratos como alternativas a desinfeccdo de superficies de

ambientes veterinarios contaminadas com fungos do complexo Sporothrix.

Palavras-chave: Complexo Sporothrix, infeccdo cruzada; extratos vegetais

INTRODUCAO

Podemos definir infeccdo cruzada como sendo a transmissdo de agentes infecciosos
entre pacientes e equipe dentro de um ambiente clinico, podendo ocorrer por contato direto
com tecidos, secrec¢des, sangue ou goticulas que contenham agentes infecciosos, ou através de
bordos cortantes de instrumentais contaminados, que ndo foram corretamente esterilizados
(SAMARANAYKE et al., 1993; BAMBACE et al., 2008).

O controle deste tipo de infecgdo é de suma importancia dentro de um ambiente
veterinario, seja uma clinica, um ambulatério ou principalmente em nivel hospitalar, visto que
0 numero de patdgenos circulantes é alto, podendo comprometer tanto a saude dos animais
como das pessoas (BAMBACE et al., 2008). Para isso, 0s produtos quimicos escolhidos
devem realizar, de forma efetiva, as fungdes de descontaminacéo e desinfeccéo (Brasil, 2000;
Bambace et al., 2008), sendo que é sugerido que a desinfeccdo ambiental ocorra com o
rodizio periodico de agentes quimicos capazes de eliminar ou inibir o crescimento microbiano
(Xavier et al., 2007D).
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Sporothrix schenckii até os Gltimos anos, era a Unica espécie do género Sporothrix
considerada patogénica para humanos e animais (BARROS et al., 2010), porém, através de
estudos gendmicos pode-se constatar a existéncia de seis espécies patogénicas ficando este
denominado Complexo Sporothrix (MARIMON et al., 2007). Este agente é causador da
esporotricose, micose zoondtica de importancia em saude publica (BARROS et al. 2004;
SOUZA et al., 2006). O isolamento destes fungos de ambientes veterinarios ja foi descrito por
MATTEI et al. (2011), podendo servir como fonte de infec¢do para animais ou humanos.
Neste sentido a busca por produtos que sejam eficazes contra esses agentes € de extrema
importancia para a redugdo da carga microbiana presente.

E conhecido que o uso inadequado de desinfetantes acaba levando a uma selego
natural de isolados resistentes em uma populacdo microbiana (PEDRINI et al., 2003). Por
isso, € importante a realizacdo de testes de sensibilidade in vitro dos desinfetantes a serem
utilizados frente aos agentes presentes no ambiente, para ser preconizado o melhor produto,
na melhor concentragdo e determinagdo do tempo de exposi¢do necessario para a eliminacdo
da carga microbiana. Assim, cada vez mais surgem pesquisas a respeito de novos compostos,
buscando ampliar os recursos existentes para a desinfeccdo ambiental, contornando possiveis
efeitos negativos que algumas substancias quimicas sintéticas possam ter sobre o usuério, o
hospedeiro, ou 0 ambiente, além de driblar a resisténcia de agentes patogénicos, e propriciar
reducdo de custos das préaticas de higiene (AVANCINI et al., 2000).

As propriedades medicinais do Origanum vulgare, conhecido popularmente como
orégano, e do Rosmarinus officinalis, conhecido como alecrim, vem sendo pesquisadas,
principalmente no que diz respeito a agdo antimicrobiana frente a bactérias e leveduras
(LAMBERT et al., 2001; CLEFF et al., 2008; CLEFF et al., 2010, SANTIN, 2013). Desta
forma, objetivou-se com esse trabalho avaliar a atividade de extratos hidroalcodlicos de O.
vulgare e R. officinalis como alternativa a desinfeccdo de superficies contaminadas com

fungos do complexo Sporothrix.

MATERIAIS E METODOS

Os indculos foram preparados a partir de isolados fungicos do complexo Sporothrix
obtidos a partir de casos clinicos de animais com esporotricose, pertencentes a Micoteca do
setor de Micologia da Universidade Federal de Pelotas, semeados em &gar batata dextrose
(PDA) e mantidos a 25°C por sete dias, para que se obtivesse a fase filamentosa do fungo.

Apdbs, uma algada das coldnias fungicas foi transferida para tubos contendo agua destilada
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estéril, e ajustadas em espectrofotdbmetro com comprimento onda de 530nm e 70% de
transmitancia resultando em aproximadamente 1 a 5 x 10° cels/mL.

Os extratos hidroalcodlicos foram obtidos através da destilacdo fracionada em rota-
evaporador a pressdo reduzida para extracdo do alcool (solvente) da tintura de O. vulgare e de
R. officinalis preparada segundo Schiedeck et al. (2008), na concentracdo de 10%. Apoés a
extracdo do solvente, procedeu-se a re-hidratacdo com agua destilada estéril reconstituindo a
concentracdo original do extrato.

Para os testes de desinfeccdo foram utilizadas superficies de aco inoxidavel (5cm),
superficies de formica (5cm) e superficies de piso ceramico (5cm), testadas em quadruplicata.
As superficies foram submetidas a descontaminacdo com hipoclorito de sédio por 30 minutos,
lavadas com &gua, sabdo e auxilio de uma escova, embaladas e esterilizadas em autoclave a
121°C por 15 minutos antes da utilizacao.

Cada uma das superficies foi contaminada, com os quatro isolados fungicos, em capela
de fluxo laminar, com 0,1mL da suspensdo fungica e espalhada com al¢a de Drigalsky. Trinta
minutos apos a inoculacgdo coletou-se 0 grupo controle negativo (sem desinfecgdo) com placas
de superficie (RODAC®) contendo agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol, que foram
deixadas em contato com a superficie por 30 segundos. Logo apds, cada superficie foi
submetida ao processo de desinfeccdo pela técnica spray-wipe-spray com o0s extratos
hidroalcodlicos de O.vulgare e R.officinalis. Como controle positivo, utilizou-se alcool 70° e
hipoclorito de sédio a 4%, sendo realizados os mesmos procedimentos do teste de desinfeccéo
feito com os extratos.

Dez minutos apds a desinfeccdo foram realizadas novas coletas com placas de
superficie (RODAC®) deixadas em contato por 30 segundos com as diferentes superficies.
Todas as placas, controle e pods-desinfeccdo, foram incubadas a 25° por sete dias para a
contagem das unidades formadoras de colénias (UFC).

Os resultados foram expressos através da média da quadruplicata das contagens de
UFC de cada teste e percentual de reducao de carga fungica com relagcdo ao controle negativo

e analisados atraves da ANOVA seguido pelo teste de TUKEY no programa Statistix 9®.

RESULTADOS
As solucBes desinfetantes testadas demonstraram eficicia na desinfeccdo de
superficies em inox, formica e piso ceramico contaminados com Sporothrix spp,

considerando-se a auséncia ou baixo numero de UFC/placa quando comparado ao controle
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negativo. O extrato hidroalcodlico (EHA) de Origanum vulgare mostrou-se eficaz na
eliminacdo de 100% dos microrganismos testados independente da superficie testada e do
isolado clinico. Ja o EHA de Rosmarinus officinalis demonstrou reducdo de carga fungica
entre 76,3% e 100%. Para o Alcool 70°, o percentual de eliminagéo fingica variou de 87,4%
a 100% enquanto que para o Hipoclorito de Sédio 4% foi de 90,2% a 100% (Tabela 1).

Tabela 1. Percentual de eliminacdo fungica pds-desinfeccdo de acordo com cada isolado
testado.

Superficie Desinfetante S1 S2 S3 S4
EHA Orégano 100%  100%  100%  100%
INOX EHA Alecrim 77% 89,8%  100%  97,6%
Hipoclorito de Sddio 96% 91% 100%  95,6%
Alcool 70° 100% 87,3%  98,3% 90%
EHA Orégano 100%  100%  100%  100%
FORMICA EHA Alecrim 76,3% 92,3%  100%  99,3%
Hipoclorito de Sddio 96,6%  90,2% 100%  95,9%
Alcool 70° 100% 89,1% 97,8%  89,9%
EHA Orégano 100%  100%  100%  100%
PISO EHA Alecrim 82,3% 839%  100%  100%
Hipoclorito de Sddio 96,1%  90,6% 100%  96,8%
Alcool 70° 100% 925%  100%  90,1%

EHA: extrato hidroalcodlico; S1: isolado felino; S2: isolado felino; S3: Isolado canino; S4:
isolado canino

O EHA de O. vulgare nédo apresentou diferenca na eliminacdo dos isolados, nem com
relacdo ao tipo de superficie testada, sendo capaz de eliminar 100% dos microrganismos
avaliados. Entretanto, ao se analisar a sensibiliadade dos isolados frente a acdo do EHA de R.
officinalis verificou-se que esta sofre uma variacgdo, ficando seus valores fixados em torno de
76,3% a 100%.

Com relacéo a utilizacdo do hipoclorito de sodio, o percentual médio de eliminacao
fangica foi de 90% e para o alcool 70° esse percentual ficou em torno de 88%.

O isolado felino S1, ndo apresentou diferenga na suscetibilidade com relagéo ao uso do
hipoclorito, alcool 70° e EHA de orégano, porém frente ao EHA de alecrim demostrou maior
resisténcia com percentual de reducéo da carga fungica inferior a 82%.

Com relagdo ao isolado felino S2, podemos notar que o EHA de O. vulgare mostrou-
se mais eficaz na eliminacgdo do fungo em todas as superficies testadas, com reducdo de 100%

da caga microbiana. Ja o isolado canino S3 demonstrou maior sensibilidade aos produtos
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testados, independentemente da superficie analisada, com percentual de eliminacdo entre 98%
e 100%.

Com relacdo ao isolado S4, podemos notar que em todas as superficies avaliadas o
EHA de O. vulgare mostrou-se mais eficaz que os produtos comerciais, sem que houvesse

muita diferenca em relacéo a acdo do EHA de R. officinalis.

DISCUSSAO

Na rotina veterinaria, o alcool iodado é muito utilizado para desinfeccdo de
superficies, principalmente pelo seu baixo custo, facilidade de aquisicdo, baixa toxicidade,
estabilidade no armazenamento, ser incolor e evaporar sem deixar residuos no equipamento
(Bambace et al., 2008). Apesar disso, tem como desvantagens nao ser esporicida, ter atividade
diminuida na presenca de matéria organica, danificar material plastico, borracha ou acrilico,
evaporar rapidamente, ndo ter registro como desinfetante no Environmental Protection
Agency (EPA), néo ser aceito pela Centers for Disease Control (CDC) como desinfetante de
superficie fixa e instrumental, ndo ter acdo residual, sendo considerado um desinfetante de
nivel médio (FERREIRA, 1995; VENTURELLI et al., 2009). Na literatura, podemos
encontrar resultados significativos de reducdo de nimero de microrganismos ap0s 0 Seu uso
para desinfeccdo, apesar de ndo ser o mais eficaz (SILVA; JORGE, 2002; BAMBACE et al.,
2008; GRAZIANO et al., 2013).

Em relacdo ao hipoclorito de sédio, normalmente ele é utilizado para os pisos, sendo
pouco utilizado para superficies de mesas de atendimento e gaiolas, principalmente pelo fato
de ser agressivo a pele e causar manchas nas superficies de inox (Machado et al., 2008).
Estudos acerca da atividade desinfetante do hipoclorito de sédio na area da odontologia,
principalmente no que diz respeito ao género Candida, ja foram realizados (WALTIMO et al.,
1999; ESTRELA et al., 2003; FRAISE et al., 2004; MENEZES et al., 2008; CHANDRA et
al., 2010). THERAUD et al. (2004) avaliou a acéo de clorexidina, alcool 70°, hipoclorito de
sodio contra Candida spp, Cryptococcus spp e Rhodotorula spp, sendo que apenas a
clorexidina a 0,5% apresentou resultados satisfatérios contra os isolados.

De um modo geral, pesquisas quanto a atividade antifingica de agentes quimicos
utilizados na desinfec¢do de ambientes veterinarios contaminados com o Sporothrix spp séo
escassas (SANTOS et al., 2007; XAVIER et al., 2007). Porém, Madrid et al. (2012) ao avaliar
a acdo do hipoclorito de sdédio e digluconato de clorexidina frente a isolados clinicos de

Sporothrix, através da técnica de exposicdo direta e de disco difusdo, observou que o
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hipoclorito tinha alto potencial antifungico quando comparado com o digluconato de
clorexidina.

Em outro estudo realizado por Madrid et al. (2013), utilizando a técnica de
microdiluicdo em caldo, pode-se observar que o hipoclorito de sodio obteve valores de CIM e
CFM de 4% frente a fungos do complexo Sporothrix, mesma concentracdo utilizada para a
realizacdo deste trabalho, e de 2% a 8% para outros fungos como Microsporum gypseum, C.
guilliermondii e C. neoformans. A utilizacdo de concentracdes de forma impirica, como €
realizada na maioria dos ambientes veterinarios, pode acarretar na nao eliminagéo total da
carga microbiana presente no ambiente e selecionar microrganismos resistentes. Para tanto se
faz necessario a realizagdo de testes de eficacia dos desinfetantes.

A busca por produtos alternativos para a limpeza e desinfeccdo de ambientes
contaminados é crescente, ja que vem sendo citado na literatura o fato de existir
microrganismos resistentes aos produtos disponiveis (ANDREMONT, 2001).

O oleo essencial de Origanum vulgare e Rosmarinus officinalis e seus extratos ja tem
seu efeito antimicrobiano comprovado em testes in vitro frente a diferentes microrganismos
(CLEFF et al., 2008; CLEFF et al., 2010; Matos et al., 2012; SANTIN, 2013), entretanto, o
uso de extratos na eliminacdo de fungos do complexo Sporothrix de superficies ainda néo
havia sido testado.

A utilizacdo do 6leo essencial dessas plantaspara a limpeza de superficies é dificultada
principalmente pelas peculiaridades que os Oleos apresentam, tais como volatilidade,
insolubilidade em &agua e complexidade, caracteristicas que podem interferir em alguns
resultados (NASCIMENTO et al., 2007), sendo necesséria a utilizacdo dessas plantas para
esse fim em outras formas de extratos.

Danila et al. (2011) ao analisar a composi¢do quimica do extrato hidroalcoolico de
Origanumvulgare, detectou compostos fenolicos como, acido clorogénico, acido caféico,
acido feralico, cumarico, &cido rosmarinico e os flavondides, rutina, luteolina, quercetol,
apigenina, quercetina ekaempherol, sendo que os majoritarios foram os acidos rosmarinico,
cumarico e a rutina e, Reichling et al. (2008) ao estudar a composi¢cdo quimica do extrato
etanolico deRosmarinusofficinalis, observou que o composto majoritario demonstrado foi o
acido rosmarinico.

Com relacédo ao isolado que apresentou maior resisténcia frente aos produtos testados,
0 mesmo era pertencente a um caso clinico de um felino e tratava-se de um isolado com maior

grau de pigmentacdo em relacdo aos outros. A pigmentacdo do fungo déa-se, principalmente,
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devido a presenca de melanina DHN, que esté relacionada a resisténcia fangica (ROMERO-
MARTINEZ et al., 2000; NOBRE et al., 2004). O fato desse isolado em questdo mostrar-se
mais resistente, pode ser justificado pela presenca dessa melanina na membrana que age
impedindo a penetracdo dos protudos testados para dentro da célula fungica.

Um fator importante que nos faz buscar produtos naturais alternativos, é no que diz
respeito a toxicidade e efeito residual envolvendo os produtos que ja sdo usados, podendo
causar risco a saude humana e animal e também prejuizos ao ambiente. Um exemplo classico
é o hipoclorito de sodio, amplamente utilizado para a limpeza e que em altas concentracdes (>
500 ppm) tem acgdo corrosiva de metais e tecidos, alem de liberar gases tdxicos de cloro
guando misturados com amonia ou acido (MRVOS et al., 1993; FERREIRA, 2012).

Os resultados obtidos com o0 uso dos extratos vegetais tanto de O. vulgare como de R.
officinalisna desinfeccdo de superficies contaminadas com isolados de Sporothrixspp abre a
possibilidade da continuidade de estudos, enfocando o uso destes na limpeza e desinfeccéo de
ambientes veterinarios, com a realizacdo de mais estudos, principalmente a respeito da
citotoxicidade e toxicidade desses produtos, além da elucidacdo do mecanismo de acéo e dos
compostos majoritarios atuantes, principalmente pelo fato desses produtos terem se mostrado

eficaz na eliminacdo desse fungo diante das superficies analisadas.

CONCLUSAO
As solucOes de extratos vegetais demonstraram eficacia na desinfeccdo de superficies
em inox, formica e piso ceramico contaminados com Sporothrix spp, sendo que o extrato de

O. vulgare eliminou 100% dos isolados em todas as superficies.
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5 CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

e Cada vez mais é crescente 0o numero de casos clinicos relatados na espécie
canina, demonstrando a importancia também dessa espécie na cadeia

epidemioldgica da esporotricose;
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e A eliminacdo de fungos do complexo Sporothrix de ambientes domiciliares e
veterinarios ainda é um fator determinante na manutencdo dessa enfermidade,
principalmente no que diz respeito na permanéncia do fungo no ambiente
servindo como fonte infectante para o préprio animal, para outros animais ou até
mesmo para 0 homem, sendo necessario intensificar as pesquisas com
subtancias capazes de eliminar o fungo do ambiente;

e A tintura de Origanum vulgare e de Rosmarinus officinalis, mostrou-se eficaz na
eliminacdo de 100% dos isolados fungicos de Sporothrix spp testados, , através
do teste de exposicéo direta, na concentracdo de 10%, nos tempos de 5, 10 e 15
minutos de contato;

e Os extratos aquosos (infusdo e decocgéo) de Origanum vulgare e Rosmarinus
officinalis ndo foram eficazes na eliminacdo dos isolados testados de Sporothrix
spp, através do teste de exposicdo direta, na concentracdo de 10%, nos tempos
de 5, 10 e 15 minutos de contato;

¢ O extrato hidroalcodlico de Origanum vulgare, na concentracdo de 10%, foi eficaz
na eliminacao de Sporothrix spp tanto na presenca quanto na auséncia de matéria
organica, a partir de 5 minutos de contato com o fungo;

e Os extratos hidroalcodlicos de Origanum vulgare e Rosmarinus officinalis
demonstraram eficacia na desinfeccdo de superficies em inox, formica e piso
ceramico contaminados com Sporothrix spp, mostrando-se uma boa opcéo

alternativa aos produtos existentes no mercado para a desinfeccao.
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