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RESUMO

A mastite bovina é uma das doencas mais prevalentes e impactantes na pecuéria leiteira em
nivel mundial. Trata-se de uma enfermidade de cunho multifatorial, causada por diferentes
microrganismos. Entre estes, as leveduras sdo agentes incomuns, mas considerados emergentes
por diversos pesquisadores. Considerando a importancia crescente que estes agentes
apresentam na etiologia da mastite nos rebanhos, € de grande relevancia determinar o perfil de
suscetibilidade dos mesmos aos antimicrobianos, buscando aprofundar o conhecimento da
epidemiologia das mastites ocasionadas por estes agentes e de novas alternativas para o seu
tratamento e controle. No presente estudo, 56 cepas de leveduras isoladas de casos de mastite
em rebanhos bovinos de Minas Gerais foram avaliadas quanto aos perfis de suscetibilidade a
antimicrobianos, utilizando-se a técnica de concentragcdo inibitéria minima (CIM). Foram
testados os antifungicos anfotericina B, fluconazol, 5-FC flucitosina, itraconazol, posaconazol,
ravuconazol, e voriconazol. Altos niveis de resisténcia e multirresisténcia foram observados
para os antimicrobianos na populacdo estudada. Os indices globais de resisténcia verificados
foram: anfotericina B (89,28%), itraconazol (76,78%), ravuconazol (67,85%), fluconazol
(51,78%), posaconazol (41,07%), fluocitocina (37,5%) e voriconazol (28,57%). Verificou-se
que 21,42% dos isolados foram multidroga-resistentes. O estudo aponta a necessidade de
permanente monitoramento da resisténcia entre os agentes micéticos causadores da mastite, a
fim de mitigar o problema da resisténcia e suas implicagdes na satde coletiva.

Palavras-chave: Infecces intramamarias. Resisténcia antimicrobiana. Antifangicos. Teste de
susceptibilidade. Mastite fangica. Concentragdo inibitoria minima (CIM).



ABSTRACT

Bovine mastitis is one of the most prevalent and impacting diseases in dairy farming
worldwide. The disease is considered to have multifactorial nature and is caused by
different microorganisms. Among these organisms, yeasts are uncommon agents but they
can be considered emerging agents by several researchers. Considering the growing
importance that these agents have in the etiology of mastitis in herds, it is of great
importance to determine their susceptibility profile against to antimicrobials, seeking to
deepen the knowledge related to epidemiology of mastitis caused by these agents and of
new alternatives for its treatment and control. In the present study, 56 yeasts strains
isolated from cases of mastitis in cattle herds from Minas Gerais were evaluated for
antimicrobial susceptibility profiles, using the minimal inhibitory concentration (MIC)
technique. The isolates were tested against amphotericin B, fluconazole, 5-FC
flucytosine, itraconazole, miconazole, natamycin, posaconazole, ravuconazole and
voriconazole. High levels of resistance and multidrug resistance were observed for
antimicrobials in the studied population. The overall resistance rates observed were:
amphotericin B (89.28%), itraconazole (76.78%), ravuconazole (67.85%), fluconazole
(51.78%), posaconazole (41.07%), fluocytocin (37.5%) and voriconazole (28.57%), and.
It was found that 21.42% of the isolates were multidrug-resistant. The study points to the
need for permanent monitoring of resistance among mycotic agents that cause mastitis,
to mitigate the problem of resistance and its implications to public health.

Key words: Intramammary infections, antimicrobial resistance, antifungals agents,
susceptibility test, fungal mastitis, minimum inhibitory concentration (MIC).
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1 INTRODUCAO

A pecuéria leiteira € um setor que possui relevancia na economia mundial, sendo
esta de suma importancia para o Brasil que tem grande destague na producéo de leite,
ocupando a 42 maior posic¢do no cenario mundial, com producédo equivalente a 35 bilhdes
de litros anuais e com potencial para producdo de 46,7 bilhdes de litros em consequéncia
da crescente demanda mundial de leite e produtos lacteos de qualidade (ANUALPEC,
2019). No entanto, para se alcancar tal producdo, exige-se uma melhor estruturagcdo por
parte de produtores e a melhoria das condic¢des sanitarias dos rebanhos. No que se refere
a melhoria das condi¢bes sanitarias, é fundamental o controle de doengas
economicamente relevantes, tal como a mastite que impacta a produtividade dos rebanhos
e a qualidade do leite produzido no pais.

A mastite bovina € uma doenca de ocorréncia mundial, de multipla etiologia, que
decorre de um desiquilibrio na relacdo entre hospedeiro, 0 meio ambiente e seus agentes
etiologicos. Essa enfermidade que acomete todos os mamiferos € considerada a doenca
infecciosa mais prevalente e impactante economicamente para a bovinocultura leiteira em
todo o mundo (RUEGG, 2017). Dentre os prejuizos causados por essa enfermidade,
destacam-se a queda na produgéo de leite, descarte prematuro de fémeas com alto valor
zootécnico, gastos com a aquisicdo de medicamentos e com 0 manejo extra de técnicos
especializados, descarte de leite contaminado com residuos de antimicrobianos, prejuizos
em lactagdes futuras em razdo da perda de area funcional do tecido mamario e até mesmo
Obito ocasional de animais. Varios sdo os agentes envolvidos na etiologia das infec¢des
intramamarias (11M), incluindo virus, bactérias, algas e fungos (LEBLANC et al., 2006).
Sabe-se que o0s processos infecciosos das glandulas mamaérias sdo causados
principalmente por microrganismos de origem bacteriana e, secundariamente, por fungos,
algas, leveduras e virus, muitos deles dotados de potencial zoonotico.

Leveduras séo agentes incomuns na etiologia da mastite bovina, mas considerados
emergentes, pois apesar dos fungos filamentosos e leveduras estarem amplamente
distribuidos na natureza, sdo esporadicamente isolados de casos de mastite em si
comparados com as bactérias (SPANAMBERG et al., 2008a). Embora o nimero de casos
de mastite ocasionados por esses agentes seja baixo, eventualmente podem ser observados
surtos que geram grandes prejuizos, com a agravante da auséncia de protocolos

terapéuticos efetivos. Geralmente, as IIM ocasionadas por estes agentes estdo
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relacionadas as falhas no manejo sanitario em rebanhos intensivamente manejados,
submetidos a tratamento com antimicrobianos intramamario repetitivo, o que reflete
negativamente na qualidade do leite e gera grandes prejuizos econdmicos aos produtores
(COSTA et al., 2012).

Estratégias para o controle das I1M e da resisténcia aos antimicrobianos tem sido
objeto de estudo dos programas de controle de qualidade do leite no mundo todo, meta
esta que pode ser atingida com acdes especificas de profilaxia e controle direcionadas a
esses agentes infecciosos (ESTRELA, 2018). Pensando nesse plano para controle e
profilaxia, encontramos diversos obstaculos como, por exemplo, o elevado nimero de
fatores de viruléncia e mecanismos de evasdo do sistema imune dos patégenos causadores
da mastite bovina e as dificuldades de tratamento das mastites, problema agravado pelo
incremento da resisténcia aos antimicrobianos, devido ao uso desregulado e de forma
indiscriminada desses medicamentos.

A determinacdo do perfil de susceptibilidade de leveduras aos antiflngicos,
aferindo-se as concentracdes inibitérias minimas, podera permitir novas abordagens
terapéuticas para as mastites micoéticas, bem como a vigilancia da resisténcia aos
antimicrobianos neste grupo de patdgenos de grande relevancia na salde coletiva.

Esse projeto tem por objetivo determinar o perfil de suscetibilidade de leveduras
isoladas de 1M de bovinos aos alguns antifingicos usualmente empregados na terapia de

infeccBes micdticas em seres humanos e em animais.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mastite Bovina

A palavra mastite, advém do grego “mastos”, que significa glandula mamaria, € 0
sufixo “ite” que corresponde a inflamacéo, ou seja, esta enfermidade se caracteriza por
uma inflamacdo da glandula mamaria (SANTOS; FONSECA, 2019). Trata-se de uma
doenca de ocorréncia mundial, de multipla etiologia e que acomete diferentes espécies, a
saber, animais domeésticos produtores de leite, sendo o bovino de leite a espécie mais
comumente afetada (GOMES; HENRIQUES, 2016). Conforme a intensidade dos sinais
clinicos, a mastite é classificada como clinica ou subclinica. Na mastite clinica, observa-
se resposta inflamatdria mais severa que resulta em alteragdes no leite (pus, grumos,

sangue), além de alteracOes inflamatdrias visiveis no ubere (calor, rubor, dor, tumor,
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perda de funcdo), e alguns casos, sinais sistémicos, podendo apresentar febre, anorexia,
hiperemia, prostracdo que pode culminar com o 6bito do animal afetado. Na mastite
subclinica, por sua vez, ndo sdo observadas reacdes alteragdes macroscopicas detectaveis
no animal ou leite, ocorrendo altera¢es na composicgéo fisico-quimica e microbioldgicas
no leite (SANTOS; FONSECA, 2019).

Com relacdo aos agentes etioldgicos, as mastites podem ser classificadas como
ambientais ou contagiosas. A mastite contagiosa € usualmente causada por
microrganismos presentes na glandula mamaria e sua transmissdo para outros animais
ocorre durante a ordenha, seja pela ordenhadeira ou mesmo pelas méos do ordenhador.
Ja a mastite ambiental é causada por patdgenos oportunistas presentes no ambiente em
que vivem os animais (SANTOS; FONSECA, 2019). Dentre os microrganismos
considerados contagiosos, temos como principais Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae sendo a sua fonte predominante a glandula mamaéria das vacas infectadas. No
que se refere a mastite ambiental, a fonte principal dos patégenos é o proprio ambiente
em que o animal se encontra, tendo como principais agentes Escherichia coli,
Streptococcus uberis e Klebisiella spp. (BOGNI et al., 2011).

A relevancia econémica da mastite bovina deve-se a grande prevaléncia da mesma
nos rebanhos do mundo inteiro, sendo considerada a enfermidade que mais onera a
criacdo e a producéo de leite, causando queda na produtividade, aumento de custos com
medicamentos e assisténcia técnica, descarte de leite de vacas em tratamento com
antibioticos, depreciacdo da qualidade do produto, podendo ocasionar o descarte precoce
ou até mesmo o Obito dos animais de grande valor zootécnico em casos mais graves
(MESQUITA; FERRARI, 2020). Esta enfermidade € um dos principais entraves
encontrados na producao de leite, causando grande prejuizo para os produtores, afetando
a guantidade e a qualidade do leite produzido, com consequéncias na cadeia produtiva
dos derivados lacteos. Uma das principais consequéncias é a alteracdo dos componentes
do leite, como o aumento do numero da contagem de células somaticas (CCS),
interferindo no rendimento industrial e na vida Gtil de prateleira do leite, pois quanto
maior a CCS, menor a vida de prateleira dos produtos lacteos (SANTOS; FONSECA,
2019).

Além dos aspectos econémicos supracitados, a mastite representa um risco
potencial & salde publica, tendo em vista que é a doenca que mais demanda tratamento
com antimicrobianos na propriedade leiteira, seja para sua prevengdo ou controle,

aumentando o risco de eliminacdo de residuos no leite e 0 incremento nos niveis de
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resisténcia dos patdégenos com potencial zoonético (VLIEGHER, S et al., 2012). Esses
residuos vao gerar problemas na industria, interferindo com os processos fermentativos,
e problemas na saude do consumidor, pois, 0 ser humano pode ter contato com essas
bactérias resistentes selecionadas no ambiente da pecuéria, por meio da atividade
ocupacional ou por meio dos alimentos, além dos riscos relacionados a ingestdo de
alimentos contendo residuos de antimicrobianos (MONARDES et al., 2004; SANTOS;
FONSECA, 2019).

No que concerne a producdo de lacteos e derivados, o produto final pode ser
alterado caso haja contaminacao por leveduras presentes no leite que podem ser oriundas
de contaminag&o do produto no p6s-ordenha ou de 1IM. A presenca destes agentes causa
alteracdes organolépticas no leite e derivados devido a producédo de enzimas lipidicas e
proteoliticas, bem como derivados metabdlicos produzidos. Desta forma, os alimentos
lacteos podem se tornar veiculadores de uma gama de agentes patogénicos, com potencial
para gerar problemas na satde coletiva (SPANAMBERG et al., 2008a).

2.2 Microrganismos envolvidos na etiologia da mastite bovina

A mastite bovina é de cunho multifatorial, podendo ter origem tdxica, traumatica,
metabolica, alérgica e infecciosa, sendo esta Ultima a mais comum (SANTOS;
FONSECA, 2019). Diversos microrganismos podem estar envolvidos na etiologia desta
doenca infecciosa, no entanto, 0s agentes mais relevantes sdo primariamente de origem
bacteriana e, secundariamente, fungos, algas e virus (LEBLANC et al., 2006). Estes
agentes podem ser classificados como contagiosos ou ambientais, conforme o
reservatorio principal seja o animal ou o ambiente, respectivamente. Contudo, este
critério de classificacdo ndo é absoluto, com a existéncia de um comportamento dual,
tanto ambiental quanto contagioso, para a maioria dos patdgenos causadores da mastite
(G. COSTA, comunicacdo pessoal). Tal fato estd relacionado com a grande
heterogeneidade populacional destes microrganismos, o que torna o controle desta
enfermidade ainda mais complexo.

Entre os agentes considerados ambientais, destacam-se o0s coliformes e
Streptococcus uberis e, ocasionalmente algas e fungos (CARVALHO-CASTRO et al.,
2017). Entre estes, sobressaem especies dos géneros Cryptococcus, Rhodotorula,
Trichosporon e, principalmente, Candida (COSTA et al., 2012; SANTOS; MARIN,
2005; DWORECKA-KASZAK et al., 2012; KRUKOWSKI et al., 2006).
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O estudo das micoses em seres humanos e animais tem adquirido grande
relevancia pelo fato de muitas espécies de fungos anteriormente considerados néo
patogénicos terem se mostrado como agentes oportunistas (SPANAMBERG et al.,
2008a). Em seres humanos, infec¢es micéticas invasivas constituem importante causa
de morbidade e mortalidade de individuos pertencentes a grupos de alto risco (LEWIS,
2012). Entre estes microrganismos destacam-se diferentes espécies do género Candida
que tem participacdo em diferentes afeccdes em animais de producdo e de companhia
(GALIZA et al., 2014).

2.3 Mastite micotica

As leveduras pertencem ao grupo de microrganismos unicelulares ubiquos
presentes no ambiente e sdo considerados oportunistas da glandula mamaria, pois,
normalmente colonizam a pele do Ubere e dos tetos, maos dos ordenhadores e mesmo que
em pequenas quantidades, sdo capazes de induzir um processo inflamatério no tbere dos
animais acometidos (SANTOS, R. DE CASSIA; MARIN, 2005; KRUKOWSKI et al.,
2006). De modo geral as leveduras sdo saprofitas, sendo comumente isoladas dos tanques
de armazenamento de leite de animais sadios quanto em amostras de leite provenientes
de animais acometidos pela mastite (KRUKOWSKI et al., 2006; RUZ-PERES, 2005;
SPANAMBERG et al., 2018a).

A mastite micdtica é considerada emergente, sendo as leveduras, principalmente
do género Candida, os agentes mais comumente envolvidos em sua etiologia. Geralmente
este tipo de mastite ocorre em forma de surtos localizados e/ ou apds tratamentos de longa
duracdo com antimicrobianos (CHAHOTA et al., 2001; COSTA et al., 2012). Vérias
espécies deste género tém sido isoladas de mastite clinica, como por exemplo C. glabrata
e C. krusei. Na mastite subclinica, verifica-se uma diversidade de espécies como C.
zeylanoides, C. norvegica, C. viswanathii, C. guilliermondii e C. tropicalis (ZARAGOZA
etal., 2011).

A mastite micotica esté associada a fatores inerentes ao ambiente em que o animal
vive, substratos organicos, ao ordenhador, a ordenhadeira mecanica, entre outros
equipamentos que se encontram em condic¢des higiénicas consideradas inadequadas e
podem entrar em contato com a glandula mamaria possibilitando a colonizacdo de
microrganismos (COSTA et al., 2012; SANTOS, R. DE CASIA; MARIN, 2005). Desta

forma, podem ser relacionados como fatores de risco para a mastite micotica o mau
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funcionamento do sistema de ordenha, falta de higiene no manejo dos animais e do
ambiente em que eles vivem, como instalacGes e equipamentos (RUZ-PERES, 2005;
YAMAMURA et al.,, 2007). Além disso, podem ser relacionados como fatores
predisponentes para a mastite micoética, as lesdes nos tetos das vacas, 0s tratamentos
intramamarios a base de tetraciclina e penicilina, antimicrobianos estes que podem ser
utilizados como fontes de nitrogénio pelas leveduras (DWORECKA-KASZAK et al.,
2012; YAMAMURA et al., 2007).

No Brasil, no Estado de S&o Paulo, SANTOS; MARIN, (2005) detectaram em 260
amostras de leite de vaca com mastite, a presenca de C. albicans em 8,9% das amostras.
No Rio Grande do sul, o isolamento de Candida spp. ocorreu em 37,9% de 194 amostras
de leite de vacas com mastite subclinica, porém ndo foi detectado a presenca de C.
albicans (SPANAMBERG et al., 2008b). No Estado de Minas Gerais, com 1.710
amostras de leite, de 1.291 animais acometidos pela mastite, sendo 263 oriundas de casos
clinicos e as demais de casos subclinicos, foi observado que a maioria das leveduras
isoladas (56), representando 98,2% das amostras, pertenceu ao género Candida, sendo a
C. albicans a espécie predominante, seguida por C. parapsilosis, C. catenulata, C.
glabrata e C. tropicalis. As demais espécies pertencentes ao género Candida
representaram 15,8% dos isolamentos (COSTA et al., 2008).

2.4 Doencas fungicas invasivas em humanos

Em seres humanos, dentre as espécies do género Candida, C. albicans tem sido a
levedura mais comumente isolada e de maior relevancia em diferentes afec¢oes. Trata-se
de um agente oportunista que faz parte da microbiota humana, mas que pode causar
infeccbes disseminadas principalmente em pacientes imunocomprometidos, devido a
expressao de diversos fatores de viruléncia para subverter o sistema imune do hospedeiro,
facilitando assim sua instalacéo e propagacdo da infeccdo (NOGUEIRA DE CASTRO;
ALEXANDRE DE VASCONCELOS JUNIOR; CUNHA, 2016).

A candidiase invasiva em humanos, sobretudo em  pacientes
imunocomprometidos é um problema associado a elevada mortalidade, morbidade e um
alto custo para tratamentos. C. albicans é a mais impactante, sendo esta responsavel por
aproximadamente 50% a 70% dos casos relatados, no entanto, diferentes espécies como
C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei comecaram a emergir (KETT et al.,
2011; SAMPAIO CAMARGO et al., 2010). Estas espécies tem sido também associadas
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a mastite micotica (ARENDRUP, 2010). E valido salientar que na América Latina C.
parapsilosis é a segunda espécie mais frequente em casos de micoses sistémicas em seres
humanos (HOFLING et al., 2010; SPELLBERG; FILLER; EDWARDS, 2006).

2.5 Tratamento da mastite micética

No que tange ao tratamento da mastite micética, ndo ha muitos registros na
literatura. Além disso, as infec¢Bes causadas por fungos sdo dificeis de serem controladas
devido ao numero limitado de produtos terapéuticos e de técnicas clinicas aplicaveis para
determinadas espécies (HECTOR, 2005). A maioria dos medicamentos antifingicos sdo
aprovados apenas para o0 uso humano, havendo escassas informacfes de ensaios
veterinarios, que sdo fundamentais para a orientacdo do profissional para a escolha correta
dos medicamentos a ser utilizados nos tratamentos. Os poucos dados existentes
relacionam a anfotericina B, a nistatina, a natamicina, o cetoconazol, o fluconazol,
tioconazol e o miconazol em solucdo aguosa como algumas das bases utilizadas no
tratamento intramamario em vacas com mastite por Candida spp. (KRUKOWSKI, H.,
SABA, 2003; NOBRE; M. DE OLIVEIRA, 2002). De acordo com o estudo realizado por
LASSA & MALINOWSKI (2007), no qual se avaliou a susceptibilidade de 319
leveduras isoladas do leite de animais infectados aos antifingicos, os resultados
demonstraram que mais de 75% dos isolados foram resistentes a anfotericina — B; 66%
resistentes ao fluconazol e 40% resistentes ao primaricin e ao itraconazol.

Segundo KRUKOWSKI, H., SABA (2003), o tratamento das I1IM de origem
micoética é recomendado somente apds a confirmacdo do envolvimento micético na
afeccdo, o0 que na maioria das vezes ndo é observado pelo clinico ou pelo proprietario.
Além disso, sdo poucas as formulagGes comerciais intramamarias prontas para 0 uso,
sendo muita das vezes preciso calcular a dose para a dilui¢do, para posterior aplicacéo, o
que dificulta ainda mais o tratamento deste tipo de mastite. Segundo SPANAMBERG et
al., (2008a), apesar do aumento do numero de antifangicos disponiveis comercialmente
para o tratamento de micoses nos animais e seres humanos, sao raros aqueles antifungicos
disponibilizados em veiculo adequado para a utilizacdo no tratamento da mastite
micadtica.

Em um surto de mastite micotica em rebanho leiteiro descrito por COSTA et al.
(2008), constatou-se que animais submetidos a terapia intramamaria intensiva por um

periodo de tempo longo e de forma excessiva, foram os mais acometidos. Constatou-se
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também que a maioria dos animais foram tratados de forma empirica, empregando-se vias
e posologias inadequadas, sem conhecimento dos agentes envolvidos, e sem o devido
conhecimento dos seus perfis de susceptibilidade frente a antifangicos. Além disso, o
procedimento era feito por individuos sem treinamento e sem o devido conhecimento dos
principios béasicos de assepsia e antissepsia, sendo estes conhecimentos e cuidados
essenciais quando se é feito a utilizacdo de medicagdo intramamaria.

Segundo GOMES; HENRIQUES, 2016; OLIVER; MURINDA (2012), a terapia
intramamaria com o uso de antimicrobianos ainda é considerada como uma das principais
estratégias de controle e tratamento de vacas acometidas por esta enfermidade pelos
programas de controle de mastite. Porem, é valido salientar que o uso de forma irrestrita
e inadequada de agentes antimicrobianos esta estreitamente relacionado com o
surgimento e propagacdo de microrganismos resistentes, resultando em alto custo dos
tratamentos e a ndo responsividade aos  tratamentos  subsequentes
(TANGCHAROENSATHIEN; CHANVATIK; SOMMANUSTWEECHAI, 2018;
WERNLI et al., 2017). Embora o uso de drogas antimicoéticas seja incomum nos casos de
mastite bovina, com a emergéncia dos agentes micaticos na etiologia das 11M em bovinos,
existe a tendéncia de maior demanda por protocolos 1M anti-micéticos. Tal fato salienta
a necessidade de monitoramento da resisténcia destes patdgenos de forma a possibilitar o
uso mais racional dos medicamentos e mitigar o problema da resisténcia que ja vem sendo
apontada por alguns estudos (LASSA; MALINOWSKI, 2007).

2.6 Avaliacdo da resisténcia aos antifungicos

A resisténcia esta correlacionada a susceptibilidade reduzida dos microrganismos
aos antimicrobianos. Desta forma, o The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) e o Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI)
padronizaram um método de avaliacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos in-vitro
que é utilizado atualmente para testar leveduras e bolores, que permite determinar a
concentracdo inibitoria minima (CIM) e trazem determinados para cada agente e droga
quais os pontos classificam a amostra teste como sensivel ou resistente. Porém, os pontos
de corte ndo estdo definidos para todas as espécies de microrganismos e nem para todas
as drogas, inclusive para as leveduras e os bolores (PFALLER et al., 2011a, 2011b).

Apesar de existirem diferencas nas metodologias dos métodos de referéncia

EUCAST e CLSI para determinar as concentragfes inibitorias minimas, nos pontos de
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corte preconizados pelas normas, ambos os métodos sdo baseados em respostas
farmacodindmicas em modelos animais e humanos. Entretanto ndo ha associacao total
entre a CIM in vitro com a resposta clinica, mas é considerado um bom indicativo. Além
disso, os testes variam com o ambiente clinico, os fatores de risco individuais de cada
paciente e a resposta a terapia. Nos laboratorios especializados esses métodos sdo
utilizados para testes de sensibilidade utilizando leveduras, enquanto os laboratérios de
rotina utilizam de técnicas comercias como E-test e Sensititre Yeast One (ESPINEL-
INGROFF et al., 2015; MELETIADIS et al., 2016) ou sistemas automatizados como o
ViTek (PETERSON et al., 2011).

Os testes de susceptibilidade a antifingicos avaliam cepas de fungos que sdo
considerados possiveis causadores de falhas nos tratamentos, fornecendo importantes
indices que apontam mudancas na susceptibilidade ou novos mecanismos de resisténcia
as drogas utilizadas nos tratamentos.

Usualmente ndo se faz avaliacdo da susceptibilidade dos fungos aos
antimicrobianos quando existem falhas nos tratamentos, por ndo conhecer a dimenséao da
resisténcia desses patogenos as drogas antimicéticas. Esse fato pode interferir na
efetividade dos protocolos terapéuticos, refletindo também na saude coletiva, pois esses
patdgenos estdo associados com afec¢des em seres humanos, 0 que aumenta mais a
necessidade de se estudar sobre seus mecanismos de defesa e perfil de susceptibilidade
desses individuos a fim de fundamentar tratamentos que possam ser efetivos, diminuindo
assim o0s casos de resisténcia desses individuos. (CASTRO, NOGUEIRA DE;
ALEXANDRE DE VASCONCELOS JUNIOR; CUNHA, 2016).

De acordo com HECTOR (2005), a maioria dos agentes antifungicos possui a¢éo
fungicida em ensaios de susceptibilidade in vitro, embora a faixa de concentracéo eficaz
seja muito ampla para certos medicamentos e certas espécies de fungos testadas. Além
disso, ressalta em seu estudo que, para atingir uma boa eficacia no tratamento clinico da
maioria das infeccOes, o profissional deve escolher o agente antifungico correto, utilizar
a posologia adequada. Além disto, ressalta a importancia da resposta imunolégica do
hospedeiro para eliminar a infeccdo. O autor salienta que cada antifingico possui
propriedades Unicas que afetam sua farmacodinamica, cada medicamento possui um
espectro de efeitos colaterais e o potencial para interagdes com outros medicamentos que
devem ser considerados na escolha do melhor antifingico a ser utilizado.

A interferéncia dos fatores supracitados foram demonstrados em um ensaio de

avaliagdo pré-clinica de dois antifungicos que sdo comumente utilizados, fluconazol e
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itraconazol, em um modelo murino de candidiase sistémica por YOTSUJI et al., (1997).
O resultado desse experimento mostrou que uma cepa de C. albicans apresentou uma
CIM de 0,125 g/mL para fluconazol e de 0,0156 g/mL para itraconazol. Para o0s
medicamentos administrados via oral em seu modelo murino com este mesmo isolado foi
de 0,392 e 320 mg/kg, respectivamente. Concluiu-se que sob essas condig¢oes
experimentais, embora o itraconazol fosse bem mais potente in vitro, se mostrou muito

pouco ativo in vivo.

2.7 Mecanismos de acao dos antifungicos

As classes de antifingicos incluem os polienos, azois, flucitosina e
equinocandinas (KATHIRAVAN et al., 2012). Dentre elas, as duas classes consideradas
mais utilizadas na terapia de primeira linha s&o as equinocandidas e azéis. Os compostos
azolicos t€ém como alvo para ataque a enzima esterol 14a-desmetilase do citocromo P450-
enzima dependente do lanosterol, responsavel por converter lanosterol em ergosterol e é
codificado por ergll em leveduras e por cyp51A nos bolores. Em suma, 0s compostos
azélicos, tais como o fluconazol, posaconazol, voriconasol e ravuconazol, bloqueiam a
sintese do ergosterol, importante componente da membrana da célula fangica. Tal
inibicdo € considerada fungistéatica em leveduras e fungicida em bolores.

Os triaz6is sdo comumente recomendados para o tratamento de aspergiloses e
amplamente utilizados no tratamento de candidiase (PAPPAS et al., 2015). Apesar do
potencial de mutaces pontuais no gene ergll, é relatado que possui maior impacto em
organismos hapldides (por exemplo, Candida glabrata) em comparagéo a dipl6ides (por
exemplo, C. albicans).

A resisténcia aos azoéis no género Candida compreende diversos mecanismos de
acao bem definidos, como por exemplo a regulacdo dos transportadores de drogas,
superexpressdo ou alteracdo do alvo da droga e alteragcOes celulares causadas, em alguns
casos, por efeitos ndo-alvo induzidos por respostas de estresse, sendo esses mecanismos
de ocorréncia individual ou simultanea em um Unico isolado, podendo produzir efeitos
aditivos ou até mesmo provocar uma resisténcia cruzada entre drogas azélicas (COWEN
et al., 2014). Um dos mecanismos mais comuns identificados na resisténcia aos
antimicrobianos é a inducdo de bombas de efluxo, permitindo a diminuicdo da

concentragdo do farmaco dentro da célula alvo. Essas bombas de efluxo sdo codificadas
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por genes da superfamilia do cassete de ligacdo do ATP (ABC) ou do facilitador principal
(MFS). Alem disso existem fatores de transcricao responsaveis por regularem a expressao
dessas bombas, como por exemplo Tac136 e Mrrl37 em C. albicans e CgPdrl em C.
glabrata, sendo bem caracterizados (VERMITSKY et al., 2006). O aumento do efluxo
de drogas é o mecanismo de resisténcia mais comum também na C. glabrata (BORST et
al., 2005; SANGUINETTI et al., 2005)

Em Saccharomyces cerevisiae um mecanismo de resisténcia é a substituicdo de
aminoéacidos, o que modifica estruturas no sitio ativo da desmetilase, o que causa reducgéo
da afinidade pelo e, portanto, resisténcia aos azdis (SAGATOVA et al., 2015). Outro
mecanismo de resisténcia in vitro aos antiflngicos azoéis descrito para C. albicans em
seres humanos se da pela inativacao do erg3, gene que codifica o esterol 5,6-desaturase,
que possui funcdo essencial para a biossintese do ergosterol (VALE-SILVA etal., 2012).
As leveduras apresentam em sua composicdo uma alta plasticidade gendmica,
principalmente entre Cryptococcus neoformans e C. albicans, resultando em perda de
plasticidade, aumento no numero de cdpias cromossomicas, formacdo de
isocromossomos, que afetam a expressdao das bombas e a expressao do alvo azolico, ou
até ambos, gerando a resisténcia aos az6is (JONATHAN POSNER AND BRADLEY S.
PETERSON, 2008).

A formacdo de biofilme em superficies epiteliais, superficies bidticas (como por
exemplo gengivas e dentes) e abi6ticas (como instrumentos cirurgicos, catéteres) é
exemplo de outro comum e importante mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos,
sendo capaz de reduzir a penetracdo de medicamentos, fazendo com que 0s mesmo
diminuam a concentracdo da droga ao aprisiona-la em um polimero de matriz rica em
glucano, resultando em falhas frequentes na terapia antifingica onde na maioria das vezes

a intervencdo cirdrgica torna-se necessaria (RAMAGE et al., 2012).

3 HIPOTESE

Amostras de leveduras isoladas de infeccBes intramamarias de bovinos

apresentam resisténcia a diferentes antifungicos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral
Determinar o perfil de suscetibilidade de leveduras isoladas de I1IM de bovinos aos

antifngicos.

4.2 Especificos

1) Determinar o perfil de susceptibilidade de leveduras isoladas de mastite bovina aos
antifungicos: anfotericina B, fluconazol, flucitosina, itraconazol, posaconazol,
ravuconazol e voriconazol por meio da técnica de concentragdo inibitdria minima (CIM).
2) Determinar os valores de MIC50 e MIC90 para os antifingicos: anfotericina B,

fluconazol, flucitosina, itraconazol, posaconazol, ravuconazol e voriconazol.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Microrganismos estudados

Foram utilizados 56 isolados de leveduras pertencentes ao banco de Culturas
Laboratdrio de Bacteriologia do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Lavras, oriundos de animais com mastite bovina. As leveduras foram isoladas
a partir de amostras de leite de animais acometidos pela mastite clinica ou subclinica,
enviadas por proprietarios e veterinarios de campo ao Laboratorio supracitado, no periodo
entre (2004 e 2018), para fins de diagnostico microbioldgico. Os isolados foram
previamente identificados por testes fenotipicos, segundo YARROW (1998), usando-se
as chaves descritas por (KURTZMAN; FELL, 1998) e pela técnica de MALDI TOF
(REIS, 2019). Estes encontram-se relacionados na Tabela 1.



28

Tabela 1 — Identificacdo de leveduras isoladas de infec¢bes intramamarias de bovinos
por meio da técnica de MALDI-TOF MS e testes bioquimicos.

Espécie Numero de isolados Frequéncia percentual
Issatchenkia orientalis 21 37,5%
Candida rugosa 13 23,21%
Candida albicans 5 8,92%
Candida parapsilosis 5 8,92%
Candida pararugosa 4 7,14%
Candida tropicalis 3 5,35%
Candida glabrata 2 3,57%
Candida metapsilosis 1 1,78%
Candida sp. 1 1,78%
Magnusiomyces capitatus 1 1,78%

Fonte: REIS (2019).

5.2 Testes de suscetibilidade a antifingicos

Os ensaios de susceptibilidade a antifangicos foram realizados por meio da técnica
de concentracéo inibitéria minima (CIM), microdiluicdo em caldo RPMI de acordo com
os documentos M27-A2 padronizados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) 2002 e EUCAST antifungical MIC method for yeasts de 2020, adaptado. Os
ensaios foram realizados em microplacas estéreis de 96 poc¢os, sendo os antifingicos
testados em diferentes faixas de concentracao, conforme descrito na tabela 2.

A solucdo-estoque dos antifungicos foi preparada em agua para os antifangicos
fluconazol e flucitosina, e dimetilsulfoxido (DMSO) para os demais antifungicos
testados. A partir das dilui¢des iniciais, foram realizadas diluicdes no meio RPMI-1640
tamponado com [&cido 3-(N-morfolino) propanosulfénico] (MOPS), com concentracdo
final de 0,165 mol/L e pH 7,0, suplementado com glicose a 2% para obtencdo das
concentracdes desejadas.

Para a avaliacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM), as cepas em estoque
foram descongeladas e semeadas em placas contendo meio agar Sabouraud e incubadas
em condicBes de aerobiose, em estufa a 37°C por 48 horas. Apds o crescimento, foi
avaliada a pureza das cepas por meio de esfregacos corados pela técnica de Gram
(MENEZES E.A; DOS SANTOS OLIVEIRA CUNHA; M. D. C. CUNHA, F.A, 2012;
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MENEZES, E. A MENDES, L.G, 2009).

O ensaio foi realizado em placas estéreis de 96 po¢os com fundo em U, onde foram
adicionados na primeira coluna, 20uL de cada antifungico a ser testado, diluidos em
180uL de RPMI. Todos os testes foram realizados em duplicata, e para controle dos testes
foram utilizada a amostra de referéncia de C.parapsilosis ATCC 22019. As concentracfes
inibitdrias minimas verificadas para a cepa controle ATCC 22019 estavam dentro dos
limites permitidos para todos os antimicrobianos testados. Os indculos foram produzidos
em solucdo salina esterilizada 0,85%, utilizando-se como padrdo para os indculos a
turbidez 0,5 da escala de Mc Farland que equivale a 1,5 x 108 (UFC/mL) e rediluida em
solucdo salina (1:1). Foram incluidos nos ensaios o controle de crescimento (meio RPMI
+ indculo, sem o antifangico) e um controle de esterilidade (somente 0 meio RPMI, sem
microrganismos e sem os antimicrobianos). As microplacas foram incubadas a 37°C por
48h para posterior leitura dos resultados.

Ap0s o periodo de incubacdo, a CIM foi determinada visualmente por comparagédo
com o crescimento do controle livre de farmaco. Na avaliacdo dos resultados foram
utilizados os pontos de corte disponiveis para os antifungicos testados. Ndo existem
pontos de corte definidos para todos os antifungicos que foram testados no presente
trabalho. Nestes casos foram determinadas a CIM50 e CIM90, sendo a CIM50
equivalente a concentracdo do antifingico na qual houve inibicéo de crescimento de 50%
dos isolados e a CIM90 é equivalente a concentracdo na qual houve inibicdo de

crescimento de 90% dos mesmos.
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Tabela 2 — Antifangicos utilizados nos testes de suscetibilidade de leveduras isoladas de mastite bovina, faixas de concentracfes testadas e

respectivos pontos de cortes utilizados.

Antifangicos _ _ Faixas de concentragdes Breakpoints
testados Fabricante Poténcia testadas (mcg/mL) S S-DD I R

Anfotericina B? Sigma-Aldrich 100% 80,312 pg/mL <1 - - >1
Flucitosina® Sigma-Aldrich 100 % 4 —0,0156 pg/mL <4 - 8-16 >32
Fluconazol® Sigma-Aldrich >98% 128 - 0,5 pg/mL <8 16 - 32 - > 64
Itraconazol® Sigma-Aldrich >98% 2—0,0078 pg/mL <0,125 0,25-0,5 - >1
Posaconazol® Sigma-Aldrich > 98% 4 —0,0156 pg/mL <1 2 - >4
Ravuconazol Sigma-Aldrich >98% 4 —0,0156 pg/mL <1 - - >1
Voriconazol® Sigma-Aldrich >98% 4 —0,0156 pg/mL <1 2 - >4

S: sensivel; S-DD: Sensibilidade Dose — Dependente; I: Sensibilidade Intermedidria; R: Resistente.
@ Adaptado de CLSI, (2008) e MORALEZ et al. (2014).

b Adaptado de PFALLER et al., (2006).

¢ Clinical and Laboratory Standards Institute, M27-A2 (2002).

Fonte: Do autor (2021)


https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/f8929
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/f8929
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/f8929
https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sigma/pz0005

31

5.3 Estatistica

Os resultados dos testes de CIM obtidos foram organizados em planilhas do
Software Microsoft Excel 2010 e determinados os parametros de MIC50 e MIC90 para
os diferentes antifungicos, para as diferentes espécies discriminadas. Os indices de
MIC50 e MIC90 para cada antifingico foram calculados de acordo com RUANGPAN;
TENDENCIA (2004).

Adicionalmente, foi analisada a associacdo entre as varidveis “espécies” e
“suscetibilidade aos diferentes antimicrobianos”, utilizando-se o teste do qui-quadrado e
o0 teste exato de Fisher por meio do Programa Epi Info versdo 7. Determinou-se como

nivel significancia de 0,05 (5%) para rejei¢do da hipotese nula.

6 RESULTADOS

Os indices globais de resisténcia verificados foram: anfotericina B (89,28%),
itraconazol (76,78%), ravuconazol (67,85%), fluconazol (51,78%), posaconazol
(41,07%), fluocitocina (37,5%), e voriconazol (28,57%). Os indices de multipla
resisténcia foram avaliados, utilizando-se como critério resisténcia a trés ou mais
antimicrobianos de grupos diferentes, isto é a resisténcia simultanea a fluocitocina,
anfotericina B e a um ou mais antimicrobianos do grupo dos triazéis. Ao todo, 56 isolados
foram analisados, verificando-se que 12 (21,42%) foram multirresistentes.

Adicionalmente, foram mensurados os valores de MIC50 e MIC90 para os isolados,
ou seja, a concentracdo do antifingico capaz de inibir 50% e 90% do crescimento da
populacédo fangica testada (Gréficos 1-5).

A Tabela 3 demonstra os valores de referéncia de MIC, segundo a Clinical Laboratory
and Standard Institute, (2002, 2008) e valores adaptados por PFALLER et al., (2006) para
os antimicrobianos testados, bem como o MIC 50 e MIC 90 das cepas analisadas. A tabela
4 demonstra os valores obtidos no teste de susceptibilidade de leveduras isoladas de
amostras de leite de vacas com mastite em rebanhos bovinos do sul de Minas Gerais no
periodo entre 2004 — 2018.
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Tabela 3 — Pontos de Corte de acordo com CLSI (2012 e 2008) e MIC 50 e MIC 90 dos
antifungicos frente as cepas estudadas.

. Breakpoints MIC (ug/mL)
Antifangicos testados . 5

Sensivel Resistente 50 90

Anfotericina B? <1 >1 — 50,5
Flucitosina® <4 >32 28,04 —
Fluconazol® <8 > 64 33,33 -
Itraconazol® <0,125 >1 27,88 —
Posaconazol® <1 >4 27,85 —
Ravuconazol <1 >1 28,15 -
Voriconazol® <1 >4 28,02 -

2 Adaptado de CLSI (2008) e MORALEZ et al. (2014).
® Adaptado de PFALLER et al., (2006).
¢ Clinical and Laboratory Standards Institute, M27-A2 (2002).

Fonte: Do autor (2021)

Representacdo grafica dos valores de MIC50 e MIC90.

Grafico 1 — Resultado dos testes de MIC50 e MIC90 para o antifingico anfotericina B
frente a leveduras isoladas da mastite bovina
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Gréfico 2 — Resultado dos testes de MIC50 e MIC90 para o antifingico Gréfico 3 — Resultado dos testes de MIC50 e MIC90 para o antifngico
anfotericina B frente a leveduras isoladas da mastite bovina ravuconazol frente a leveduras isoladas da mastite bovina
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Gréfico 5 — Resultado dos testes de MIC50 e MIC90 para o antifungico Gréfico 4 — Resultado dos testes de MIC50 e MIC90 para o antifingico
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Gréfico 7 — Resultado dos testes de MIC50 e MIC90 para o antifungico Gréfico 6 — Resultado dos testes de MIC50 e MIC90 para o antifingico
flucitosina frente a leveduras isoladas da mastite bovina voriconazol frente a leveduras isoladas da mastite bovina
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Tabela 4. Suscetibilidade de leveduras isoladas de amostras de leite de vacas com mastite em rebanhos bovinos do sul de Minas Gerais no periodo
entre 2004 - 2018, para anfotericina B, flucitosina, fluconazol, itraconazol, posaconazol, ravuconazol e voriconazol.

NUMEROS DE ISOLADOS SUSCEPTIVEIS NAS CONCENTRACOES TESTADAS

CONCENTRACOES
TESTADAS (ug/mL)

AnfotericinaB
Flucitosina
Fluconazol

Itraconazol

ANTIFUNFICOS

Posaconazol
Ravuconazol

Voriconazol

>128 128 >64 64

NT
NT
18
NT
NT
NT
NT

NT
NT
1
NT
NT
NT
NT

NT
8
NT
NT
NT
NT

NT
5
10
NT
NT
NT
NT

32

NT
8
6

NT

NT

NT

NT

16

NT
6
3

NT

NT

NT

NT

>8

5
NT
NT
NT
NT
NT

8

1

7

4
NT
NT
NT
NT

>4

9
19

2 1 05 025 0125 0,0625 0,0312 0,0156 0,0078

4 >2
5 - 29 10
9 - 7 5
5 - 6 2
NT NT 17 15 11
14 - 3 11
6 - 4 9
7 - 10 4

9

4
1
1
4
6
3
7

2
0
NT

3
3
4
2

0 0 0 NT NT
NT NT NT NT NT
NT NT NT NT NT

4 1 1 0 0
7 3 0 0 NT
5 2 4 0 NT
11 2 3 1 NT

NT - NAO TESTADO

Fonte: Do autor (2021)
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7 DISCUSSAO

A mastite mico6tica, uma enfermidade emergente em rebanhos tecnificados em
todo o mundo, tem Candida spp. como 0s agentes mais prevalentes em sua etiologia,
sendo relatada como consequéncia do uso exacerbado de compostos antifungicos
(ARENDRUP, 2014). Esta enfermidade pode ocorrer na forma de surtos localizados e/
ou apds tratamentos de longa duragdo com antimicrobianos (CHAHOTA et al., 2001;
COSTA etal., 2012).

Uma das principais limitagcdes para o tratamento e controle da mastite micética é
a falta de estudos sobre a suscetibilidade dos agentes causais aos antimicrobianos, o que
impede a implementacdo de protocolos terapéuticos efetivos. Como consequéncia direta,
existem poucos farmacos disponiveis para o tratamento destas enfermidades no mercado,
fendmeno agravado pelo fenémeno multirresisténcia (COUTINHO et al., 2007).

Diversos estudos focando a resisténcia de patégenos micoticos isolados de seres
humanos, principalmente Candida spp., podem ser encontrados na literatura cientifica,
contudo, séo raros os estudos focando a resisténcia entre os patdgenos causadores de
mastite em bovinos. No presente estudo foi avaliada a acdo antimicrobiana de sete agentes
antifangicos diferentes, pertencentes a diferentes classes frente a amostras de leveduras
isoladas de mastite bovina. Niveis elevados de resisténcia foram observados para todos
o0s agentes antifungicos testados, sendo o maior indice de resisténcia verificado para a
anfotericina B (89,28%) e o menor indice para o voriconazol (28,57%).

Os indices elevados de resisténcia verificados para drogas pertencentes a classe
dos azéis como o itraconazol (76,78%) e fluconazol (51,78%), bem como os altos valores
encontrados para triaz6is como o ravuconazol (67,85%) e seus respectivos valores de
MIC50 para estes antimicrobianos, evidenciam as restricdes ao uso destes
antimicrobianos para o tratamento da mastite bovina.

Foram observados altos valores para os indices de MIC50 e MIC90 para todos 0s
antimicrobianos. Esses valores nos permitem comparar a poténcia dos antifungicos, pois,
guanto menor a concentracdo necessaria para inibir o crescimento do microrganismo,
maior a poténcia do antifngico testado e, em geral, quanto maior a poténcia, menores as
doses para o combate a infecgdo. Desta forma, é possivel identificar e comparar o MIC50
e MIC90 de cada um dos antiflngicos testados com os pontos de corte. Pode se observar

nos graficos (1, 2, 3 e 4) que maioria dos isolados apresentaram altos valores de MIC50,
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0 que caracteriza que muitas cepas submetidas ao teste de sensibilidade s&o resistentes.

Esses resultados sdo corroborados por um estudo envolvendo isolados de Candida
spp. obtidos de casos humanos entre 2002 e 2003 na Espanha. Neste estudo, que envolveu
351 espécies de Candida spp., foi determinado o MIC para seis antifingicos para cepas
de C. albicans e ndo C. albicans, tendo sido verificado a baixa sensibilidade ao fluconazol
(CUENCA-ESTRELLA et al., 2005). Essa baixa acdo antimicética do fluconazol
também foi verificada em um estudo feito no Ceara, para Candida spp. isoladas de casos
humanos (CASTRO, NOGUEIRA DE, I. M; ALEXANDRE DE VASCONCELOS
JUNIOR, A.; CUNHA, F.A, 2016). Estudos mais recentes feitos por MAHMOUD;
FARAAG; ABU EL-WAFA, (2021), no Egito, também, em seres humanos, mostraram
que 94,12% (32/34) das amostras testadas apresentaram resisténcia a pelo menos duas
drogas azolicas diferentes, incluindo o fluconazol e itraconazol, enquanto 8,82% (3/34)
desses isolados eram resistentes e 5,88% (2/34) eram sensiveis a todas as drogas testadas.

Alguns estudos recentes apontam um aumento significativo da resisténcia devido
ao uso incorreto de drogas azélicas e terapias de longa duracdo, favorecendo o aumento
de isolados de Candida resistentes aos azéis (BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES,
2020; TAN et al., 2021; ZHANG et al., 2020). Um estudo testou a susceptibilidade de
3.895 cepas de C. albicans ao itraconazol. Nesse estudo, 99% das cepas apresentaram
CIM de 4 pg/mL e 46% CIM de 0,03 pg/mL para o itraconazol (PFALLER et al., 2005).
Além disso, 86% das cepas de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei
resistentes ao fluconazol foram inibidas por uma concentragdo <1 pg/mL de itraconazol
(PFALLER et al., 2007).

Em si tratando do posaconazol, ndo foi atribuido pontos de corte interpretativos
pelo CLSI. Para fins de comparagdo, PFALLER et al., (2008) aplicaram os pontos de
corte de MIC de voriconazol ao posaconazol, ou seja, suscetivel, <1 pg / ml; suscetivel
dependente da dose, 2 pg / ml; resistente, >4 pg / ml. Utilizando-Se destes critérios de
interpretacdo, os autores verificaram que na populagéo testada, 10.472 isolados (96,9%)
foram sensiveis, 205 (1,9%) foram sensivel dose-dependente, e 130 (1,2%) foram
resistentes para posaconazol. Um estudo recente, realizado nos Estados Unidos, realizado
por KORDALEWSKA et al., (2021), foram testados 17 isolados de C.albicans coletados
de pacientes com COVID-19, tendo sido verificados baixos valores de MIC para
posaconazol <0,03 mg/ L.

Estudos recentes apontam alta susceptibilidade a anfotericina B, divergindo do
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nossos resultados, pois no presente estudo o maior valor de CIM verificou-se para
anfotericina B nas amostras testadas. Segundo o estudo realizado por ANH et al., (2021)
entre setembro de 2019 e outubro de 2020, foram feitas coletas de amostras de secregéo
vaginal de 462 mulheres em idade reprodutiva no Vietnd, dentre as amostras coletadas, a
prevaléncia de colonizacgéo de levedura vaginal em mulheres nao gravidas foi de 51,3%
de 462 participantes. Como resultados, encontraram susceptibilidade de 95,65% (42) para
anfotericina B, e encontraram poucos isolados resistentes 4,35%.

Infeccdes invasivas estdo cada vez mais comuns, com crescimento exponencial
nas Ultimas décadas e sdo observadas principalmente em pacientes imunossuprimidos.
Doencas fangicas matam cerca de 1,5 milhdes de pessoas por ano e acometem mais de
um bilh&o de pessoas em todos 0 mundo, porém estas enfermidades sdo negligenciadas
pelas autoridades da saude publica, mesmo sendo a maioria das mortes evitaveis
(BONGOMIN et al.,, 2017). Como consequéncia, tem-se um maior consumo de
antifangicos sistémicos como por exemplo os triazdis, polienos, equinocandinas e
flucitosina para tratamento e prevencéo de infecgdes fungicas invasivas (SANTOS et al.,
2018). Ademais, a introducdo de drogas menos toxicas, com uma maior aceitagdo, como
no caso dos triazdis e equinocandinas, tem sido utilizados em estratégicas profilaticas,
gerando uma pressao seletiva mais intensa sobre os fungos (BAILLY et al., 2016).

Além disso, atualmente, tem sido observado com maior frequéncia o surgimento
de cepas resistentes ou mesmo multirresistentes, como é o caso da C. auris, patdgeno
multirresistente emergente, usualmente identificado de forma errbnea. Esta espécie
atualmente é uma grande preocupacdo por apresentar resisténcia a diversas drogas
utilizadas na clinica. Os casos recentemente relatados desse microrganismo aumentaram
318% entre 2015 e 2018 (BHATTACHARYA; SAE-TIA; FRIES, 2020). Essa
multirresisténcia é caracterizada pela resisténcia de um microrganismo a trés ou mais
antimicrobianos que possuem alvos moleculares diferentes, sendo os isolados de Candida
spp. os fungos considerados de maior resisténcia aos agentes antifungicos tidos como
tradicionais (COSTA-DE-OLIVEIRA; RODRIGUES, 2020; TAN et al., 2021,
TANWAR et al., 2014). A multirresisténcia evidencia a importancia de se fazer o teste
de susceptibilidade para o monitoramento dos pacientes e de seus prognosticos e
adaptacéo a terapia proposta (EGGIMANN et al., 2015; IOANNIDIS et al., 2020).

Os resultados do presente estudo demonstram um aparente paradoxo: os niveis de

resisténcia entre leveduras isoladas de mastite bovina sdo mais altos que para os isolados
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de origem humana, conforme apontaram os estudos supracitados. Era de se esperar niveis
mais elevados de resisténcia para os patégenos micoticos de origem humana, geralmente
submetidos a uma pressdo de selecdo maior, devido ao maior uso de antimicéticos, em
relacdo a atividade pecuaria.

O incremento da resisténcia aos antimicrobianos entre os patégenos causadores
de mastite é geralmente associado ao uso indiscriminado e empirico dos farmacos, sem
conhecimento prévio dos protocolos, sem identificacdo dos microrganismos envolvido na
etiologia da doenca, aumentando assim a pressao de selecdo de microrganismos
resultando em elevados indices de resisténcia. Contudo este aspectos geralmente ndo se
aplicam aos fungos envolvidos na etiologia da mastite, uma vez que o tratamento desta
afeccdo geralmente tem como foco os agentes bacterianos.

Em funcdo dos resultados obtidos neste estudo e de outros poucos estudos
relacionados a mastite micotica, salienta-se a necessidade de realizacdo de mais estudos,
especialmente ensaios focando a avaliacdo da sensibilidade in vitro e in vivo. Ainda ha
poucos relatos que correlacionam a atividade antimicrobiana in vitro e in vivo, o que pode
comprometer o resultado dos tratamentos, pois in vivo a resposta terapéutica é afetada por
diversos fatores inerentes ao animal, ao ambiente em que ele vive, pela natureza da
infeccdo, além de interacdes patdgeno-hospedeiro, bem como pela farmacocinética e

farmacodinamica das drogas utilizadas.

8 CONCLUSOES

Altos niveis de resisténcia foi observado para os diferentes farmacos avaliados,
inclusive com a presenca de isolados multidroga-resistentes.

De acordo com os resultados do presente estudo, o uso de antimicéticos para a o
tratamento da mastite fangica mostrou ser bastante limitado, face o alto nivel de

resisténcia aos farmacos aqui avaliados
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