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RESUMO

A otite externa canina é uma infec¢do muito prevalente em cées e gatos por ser causada por diferentes
microrganismos. O objetivo desse trabalho foi verificar a prevaléncia de otites causadas por Escherichia
coli, Staphylococcus spp e Streptococcus spp em cdes, aléem de analisar a susceptibilidade dos
microrganismos isolados aos diferentes antibidticos disponiveis. Para realizar essas anélises, 18 amostras
de exsudato auricular de animais diagnosticados com otite foram coletadas com suabes e analisadas em
laboratorio de Microbiologia. O exame de antibiograma foi realizado quando constatada a presenca de
bactérias. O uso inadequado de antibidticos torna alta a prevaléncia de bactérias resistentes, sendo
necessario realizar o antibiograma antes de comecar o tratamento.
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ABSTRACT

Canine external otitis is a very prevalent infection in dogs and cats because it was caused by many different
microorganisms. The objective of this study was verify the prevalence of Escherichia coli, Staphylococcus
spp and Streptococcus spp otitis in dogs and to analyze the susceptibility of the isolated microorganisms to
many different antibiotics available. To perform these analyzes, 18 samples of atrial exudate from animals
diagnosed with otitis were collected with swabs and analyzed in the microbiology laboratory. Antibiogram
exam was performed when bacteria were present. The inadequate use of antibiotics turn high the prevalence
of resistant bacteria, being necessary to carry out the antibiogram before start the treatment.
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INTRODUCAO

A otite externa canina, escolhida como alvo desta pesquisa, € uma das afec¢des
mais comuns na clinica de animais de pequeno porte, caracterizada por secre¢ao escura e
prurido intenso no canal auditivo. A conformacdo precéria de orelhas, retencéo de cera,
imunossupressao e infec¢do bacteriana estdo entre os fatores que causam essa doenca
(QUINN et al., 2005; OLIVEIRA, 2012).

Raca, clima umido e quente, estacdo do ano, estilo de vida, manejo, orelhas
pendulosas, corpos estranhos, parasitas e seborreia sdo fatores predisponentes que
influenciam no desenvolvimento da doenca (HIRSH et al., 2003).

Estudos ja verificaram a maior incidéncia de casos de otite em cdes do sexo
masculino, além da ocorréncia em animais com idades entre 5 e 10 anos, mas nao se pode
afirmar predisposicdo (SANTQOS, 2007).

Outro fator influenciador é a conformacdo do ouvido canino, pois 0 meato externo
estd grosseiramente disposto em forma de “L” com a porcao vertical conduzindo ao
exterior. Essa conformacéo interfere na aeragéo e na drenagem, principalmente em cées
com orelhas pendulosas, apresentando secre¢es abundantes. O meato repleto de pélos
propicia o desenvolvimento de otite (HIRSH et al., 2003).

Os cées da raca Poodle possuem predisposicdo a otite, devido a hipertricose
auricular, pois a grande quantidade de pélos no conduto auditvio acumula secregédo e
umidade (SANTOS, 2007).

Os agentes associados sdo as bactérias Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
intermedius, Streptococcus canis, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter sp., Enterococcus sp. (HIRSH et al., 2003).

A levedura Malassezia pachydermatis, presente em pequeno numero no canal
auditivo de cdes, também é um agente etiolégico da doenca, ao se proliferar e sofrer
transicdo da forma comensal para o parasitismo quando ocorre alteragcdo do
microambiente local, por exemplo, pelo aumento da temperatura, umidade e do substrato.
Para verificar se houve essa transicdo, pode ser realizado o exame direto através de
contagem de células, devido ao aumento de células da levedura. E um agente oportunista
e uma das principais causadoras de otite canina, atuando associada ou isoladamente
(NOBRE et al., 1998; HIRSH et al., 2003).

Estudos realizados constataram a preferéncia da levedura por cées que possuem o

canal auditivo com cerimen rico em lipideos, onde o crescimento de células de
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Malassezia pachydermatis é rapido (MASUDA et al., 2000). Ela também é causadora de
dermatites em cées, porém sempre associada a outros microrganismos (NOBRE et al.,
1998).

Acredita-se que a otite, independente do causador, ndo comece com O
microrganismo, mas sim como uma dermatite alérgica, depois com a acdo de
microrganismos e instalacdo da infeccdo, iniciam-se os ciclos progressivos de acimulo
de exsudato e agravamento do quadro infeccioso (MCVEY et al, 2016).

Entre os agentes causadores de otite externa canina estdo os acaros do género
Otodectes, parasitas presentes no conduto auditivo, que provocam uma inflamacdo na
regido, na qual evolui para um quadro de otite (LOHSE;et al., 2002; ROSYCHUK et al.,
2000; SIX et al., 2000 apud DIENSTMANN, 2010).

Segundo Logas (1994 apud NEVES et al., 2015) o acaro Otodectes cynotis pode
ser o causador de 5 a 10% das otites externas em cédes. Costuma causar secrecao fétida
abundante e evidéncia de dor, pois a regido da orelha fica aumentada e com prurido,
independente do agente etioldgico (HIRSH et al., 2003).

Em casos de otites causadas por acaros, estudos observaram que a quantidade de
cerumen presente na orelha influencia no grau de infestacéo pelo acaro, pois quanto maior
a quantidade de cerimen, menor a quantidade de acaros na regido (RODRIGUEZ et al.,
2003 apud DIENSTMANN, 2010).

Apesar da variedade de agentes causadores de otite, 0s principais sdo as bactérias,
que devem ser identificadas por exame microscopico e por cultura do exsudato auricular,
além de ser necessério realizar testes de sensibilidade a antibidticos nos isolados
bacterianos antes do inicio do tratamento contra a doenga (OLIVEIRA, 2012; QUINN et
al., 2005).

Esses testes de identificacdo sdo necessarios devido a diversidade de agentes
causadores de otite canina, além da fisiologia do canal auditivo e da fisiopatologia da
doenca, o que faz com que seja de dificil diagndstico e tratamento, portanto o clinico deve
acreditar nos testes realizados, para identificar a causa e iniciar o tratamento com o
farmaco correto, objetivando a restauracdo do conduto auditivo (LOGAS, 1994;
DIENSTMANN, 2010).

A forma de identificagcdo das bactérias € por meios de cultivos seletivos, que
possuem condicdes ideais para a multiplicacdo e a identificacdo de determinada bactéria,
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além de outros varios testes que sdo utilizados para estabelecer o grupo de cada bactéria
cultivada (MOTA et al., 2010).

Staphylococcus intermedius, causador de otite externa canina, apresenta, colonias
brancas ou esbranquicadas, frequentemente com hemdlise de zona dupla no Agar Sangue,
apos incubacao de 24 a 48 horas. No Agar MacConkey ha auséncia de crescimento. Nos
testes auxiliares, a coloragdo de Gram apresenta cocos positivos e a catalase € positiva
(MCVEY et al, 2016).

Streptococcus canis apresenta coldnias de coloracgéo cinza a esverdeada, com odor
frutado, e hemoliticas. Tem auséncia de crescimento no Agar MacConkey. Nos testes
auxiliares usados para diagnosticar otite externa canina, a coloragcdo de Gram apresenta
cOCos positivos e catalase negativa (MCVEY et al, 2016).

Escherichia coli apresenta col6nias lisas, cinzas e algumas cepas hemoliticas. No
Agar MacConkey, as coldnias sdo de coloracdo rosa a vermelho ou com névoa vermelha.
Nos testes auxiliares, pela coloracdo de Gram apresenta-se como bastonetes negativos e
o teste de catalase ndo é aplicavel (MCVEY et al, 2016).

Staphylococcus spp sdao Gram-positivos, imdveis, ndo esporulados, aerdbios ou
anaerdbios facultativos, esféricos e apresentam-se em arranjos de cachos de uvas a
microscopia optica. Sua viruléncia esté relacionada a producédo de enzimas que permitem
a infeccdo no animal, como a hialuronidase que possibilita a quebra do acido hialurénico
e a infeccdo na pele do animal. Além desta, produz outras toxinas maléficas a saude do
animal (GOMES, 2013).

Essas infec¢Oes causadas estdo cada vez mais complexas e perigosas, pois 0 uso
excessivo e indiscriminado de antibi6ticos, além de outros fatores, faz com que as
bactérias se desenvolvam e se modifiqguem, porém os antibidticos existentes néo
acompanham essas mutacGes e deixam de ser eficazes. Staphylococcus aureus, por
exemplo, é uma das espécies mais perigosa atualmente, por causar muitas infeccbes e ndo
ter antibidticos existentes que combatam todas elas (FREEMAN-COOK e FREEMAN-
COOK, 2006).

Streptococcus spp sdo Gram-positivos, na sua maioria imével, ndo sdo
esporulados e possuem forma esférica com dimensdes entre 0,2 a 1,2 um. Costumam
formar longas cadeias, mas tambeém podem formar pequenas, de quatro células, por
exemplo. Streptococcus spp sédo classificados em grupos que védo da letra “A” até a letra

“V”, sendo cada um com uma caracteristica que o enquadra no grupo, na qual nos grupos
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“B” e “C” esta a maioria das bactérias de importancia na Medicina Veterinaria. Eles estdo
presentes na pele, mucosas do sistema digestorio, genital e respiratorio, sendo que o
desequilibrio e a baixa na imunidade do animal faz com que eles causem doencas, através
de seus mecanismos de viruléncia, como a capsula de acido hialurénico (GOMES, 2013).

Escherichia coli é uma bactéria que foi descoberta em 1800 pelo bacteriologista
alemao Theodor Escherich, que a encontrou presente no colon do intestino humano. Sabe-
se que é comum no intestino tanto de humanos quanto de animais, onde existem centenas
de cepas, que ajudam na digestdo e na absorcdo de vitaminas advindas dos alimentos
ingeridos (HAYHURST, 2004).

E um dos principais causadores de enterite em leitdes, podendo causar a doenga
em outros animais. Assim como ocorre com outras bactérias, 0 uso constante e exagerado
dos antibidticos faz com que a caracteristica de desenvolver e disseminar mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos usados para combater suas infecc@es, evolua cada vez
mais, a deixando ainda mais resistente (BACCARO et al., 2002).

MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdo deste trabalho, 18 animais diagnosticados clinicamente com otite
externa canina foram submetidos a colheita de exsudato auricular para diagnéstico
laboratorial de otite bacteriana.

Para isso, foram utilizados suabes estéreis umedecidos em solucdo salina a 0,85%,
também estéril. Esse material foi imediatamente transportado, em caixa isotérmica com
gelo, ao Laboratério de Microbiologia do Centro Universitario Moura Lacerda, onde foi
prontamente processado.

Inicialmente, o suabe foi usado para realizacdo de um esfregaco em lamina de
microscopia estéril. Essa lamina foi corada pelo método de Gram para a avaliacdo de
possiveis agentes infecciosos causadores da otite.

Posteriormente, esse suabe ainda foi usado para a semeadura em placas de Petri
(Figura 1) contendo Agar Nutriente Sangue (para tentativa de isolamento de
Streptococcus spp), Agar Baird Parker (para tentativa de isolamento de Staphylococcus

spp) e Agar MacConkey (para tentativa de isolamento de Escherichia coli).
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Figura 1 — Placas de Petri com agar seletivo-diferencial.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Isolamento de Staphylococcus spp:

O suabe com exsudato auricular foi semeado em superficie de Agar Baird Parker
(Figura 2), uniformemente por toda a superficie do Agar. Apos a semeadura 0 material
foi incubado por 24 a 48 horas a temperatura de 35 a 37°C em aerobiose.

Ap6s o periodo de incubacdo, as colbnias sugestivas (negras, brilhantes,
arredondadas, de borda regular, apresentando dois halos esbranquicados e transparentes
pela acdo das enzimas lecitinase e lipase, respectivamente) foram coradas pelo método de
Gram. As coldnias que se confirmaram como cocos Gram-positivos, em arranjo de cacho
de uva, foram transferidas para Agar Nutriente Inclinado e incubadas a 35°C por 24 horas.
A partir dessa incubacdo, foram realizadas as analises bioquimicas, como catalase,

fermentacgdo anaerdbica da glicose e coagulase, para confirmagéo do género (UFF, 2016).
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Figura 2- Placa de Agar Baird Parker com coldnias sugestivas de Staphylococcus spp.

Fonte: Arquivo pessoal.

Isolamento de Streptococcus spp:

O mesmo suabe foi semeado na superficie de uma placa de Petri contendo Agar
Nutriente enriquecido com 5% de sangue de carneiro (Figura 3) para o isolamento de
possiveis colonias de Streptococcus spp. A placa foi incubada por 24 a 48 horas a
temperatura de 37°C.

Ap0s o periodo de incubacdo, as coldnias sugestivas (pequenas e translicidas)
foram coradas pela técnica de Gram. As que apresentaram cadeias de cocos Gram-
positivos foram submetidas a anélises bioquimicas, como catalase e verificagdo do tipo

de hemolise em agar sangue, para confirmacdo do género (QUINN et al., 2005).
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Figura 3 — Agar sangue com colénias esbranquicadas sugestivas de pertencerem ao género

Streptococcus.

Fonte: Arquivo pessoal.

Isolamento de Escherichia coli:

Ainda utilizando o mesmo suabe com exsudato auricular, foi realizada a
semeadura em placa de Petri contendo Agar MacConkey (Figura 4). Ap6s a semeadura,
0 material foi incubado por 24 a 48 horas na temperatura de 35 a 37°C.

Depois do periodo de incubacdo, as colbnias sugestivas (mucdides e cor de rosa)
foram coradas pelo método de Gram. As que apresentaram bacilos Gram-negativos foram
submetidas a analises bioquimicas, como catalase, oxidase, motilidade e teste de IMViC
(producdo de indol, teste do vermelho de metila, teste de Voges-Proskauer, utilizacao do
citrato), para diferenciar E. coli de outras enterobactérias fermentadoras de lactose
(QUINN et al., 2005).

366



Figura 4 — Agar MacConkey com col6nias rosadas, sugestivas de pertencerem a espécie E. coli.

Fonte: Arquio pesal -

Antibiograma (Figura 5):

As coldnias que se confirmaram como sendo Staphylococcus, E. coli e
Streptococcus foram repicadas em caldo BHI e incubadas a 35°C por, aproximadamente,
8 a 10 horas. Entdo, foram semeadas em superficie de agar Agar Mueller Hinton com a
ajuda de um suabe e, na sequéncia, os discos de antibidticos foram utilizados de acordo
com as recomendacdes do fabricante.

Ap0s a semeadura, as placas inoculadas foram incubadas a 35°C por 24 horas.

Depois do periodo de incubacdo, os didmetros dos halos de inibicdo formados
foram medidos e comparados com medidas internacionalmente aceitas para determinar a

sensibilidade ou resisténcia da bactéria isolada (QUINN et al., 2005).
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Figura 5 — Antibiograma em Agar Mueller Hinton com varios halos de inibicao sendo
demonstrados.

Fonte: Arquivo pessoal.

RESULTADOS

Os resultados encontrados na pesquisa dos microrganismos envolvidos nos casos

de otite canina descritos neste trabalho estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultados encontrados em relacdo aos microrganismos isolados de casos

clinicos de otite canina.

Agente etioldgico causador de otite N.umero de %
isolados

Malassezia pachydermatis 2 11,12
Staphylococcus spp 1 5,55
Malassezia pachydermatis + Staphylococcus spp 4 22,22
Malassezia pachydermatis + Streptococcus spp 2 11,12
Malassezia pachydermatis + outros* 2 11,12
Malassezia pachydermatis + Staphylococcus spp + 1 555
outros* ’
Staphylococcus spp + outros™ 1 5,55
Outros* 1 5,55
N&o microbiano 4 22,22
Total 18 100

*Microrganismos ndo objetos deste estudo.
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Dos 18 cdes que apresentavam otite clinica, 10 (55,5%) tinham infeccdo mista
com Malassezia pachydermatis, quatro (22,2%) ndo tinham infecgdo microbiana, cinco
(27,8%) apresentavam infeccdo por bactéria que ndo era objetivo deste estudo, uma
(5,5%) tinha otite causada por Staphylococcus e dois (11,1%) tinham otite por Malassezia
pachydermatis apenas (Figura 6). Streptococcus estavam presentes em dois (11,1%) cées,
mas em associagdo com Malassezia pachydermatis. E. coli ndo foi encontrada nos casos
de otite aqui avaliados.

Figura 6 — Observacao no microscopio 6ptico de Malassezia pachydermatis.

Fonte: Arquivo pessoal.

Os resultados da susceptibilidade de Staphylococcus e Streptococcus aos

diferentes antibidticos testados estdo demonstrados na Tabela 2.
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Tabela 2 — Susceptibilidade microbiana aos diferentes antibidticos testados contra

Staphylococcus spp e Streptococcus spp isolados de casos de otite canina.

Agentes etioldgicos dos casos de

Amostra ) _ Antibidticos eficazes
otite canina
2 Staphylococcus spp Cloranfenicol
4 Malassezia pachydermatis + Cefalotina, Cefoxitina e
Staphylococcus spp Ceftriaxona
9 Staphylococcus spp + outros Ciprofloxacina* e Cloranfenicol*
Malassezia pachydermatis + . -
10 pachy Cloranfenicol e Gentamicina
Staphylococcus spp
Malassezia pachydermatis + N .
12 pachy Amicacina e Ceftriaxona*
Staphylococcus spp + outros
Amicacina, Cefalotina, Cefoxitina,
Malassezia pachydermatis + Ceftriaxona, Ciprofloxacina,
13 Staphylococcus spp Clindamicina, Cloranfenicol,
Eritromicina, Gentamicina e
Rifampicina.
Amicacina, Cefoxitina,
. ) Ciprofloxacina, Cloranfenicol,
Malassezia pachydermatis + . . .
15 StaphvIococeus S Eritromicina, Gentamicina,
Phy PP Linezolida, Sulfazotrim e
Tetraciclina.
Azitromicina, Cefoxitina,
Malassezia pachydermatis + ClindamiCina, CloranfeniCOI,
11 Streptococcus spp Gentamicina, Linezolida,
Sulfazotrim, Tetraciclina e
Vancomicina.
Malassezia pachydermatis + Amicacina, Azitromicina,
16 Streptococcus spp Ciprofloxacina, Cloranfenicol,

Gentamicina, Linezolida,
Tetraciclina e Vancomicina.
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Pode-se observar que Staphylococcus costuma ter maior resisténcia aos
antibioticos quando comparado com Streptococcus. Das sete amostras onde houve o0
isolamento de Staphylococcus, cinco (71,4%) eram susceptiveis a, no maximo, trés
antibidticos (Figura 7). Por outro lado, as duas amostras que apresentaram contaminacgao

por Streptococcus eram susceptiveis a, no minimo, oito antibioticos.

Nas amostras 9 e 12, ndo houve resultado de antibiotico com halo de inibicéo

sensivel ou intermediario para a orelha esquerda dos cées.

Figura 7 — Antibiograma com apenas um antibiético sensivel.

Fonte: Arquivo pessoal.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram grande resisténcia bacteriana, pois ndo foram
muitos os antibioticos sensiveis, o que pode ser um reflexo da administracdo inadequada
de antimicrobianos, contribuindo para o surgimento de bactérias multirresistentes,

destruicdo da microbiota normal e infec¢do por mais de um agente (MOTA et al., 2010).

A utilizacdo indiscriminada de antibioticos em animais para profilaxia e
tratamento leva a nimeros alarmantes de resisténcia, informacdo confirmada nos testes
realizados com as amostras coletadas, onde cerca de 23 antibiéticos foram testados, mas
poucos apresentaram resultados eficazes, sendo 0 maior nimero o da amostra de nimero
17 com 16 antibic6ticos eficazes (MOTA et al., 2005).
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Essa resisténcia é devido a recombinacdo de genes, que criam variabilidade
genética e selecionam naturalmente os mais aptos a sobreviverem em concentracdes de
antibidticos normalmente alcancadas no sangue e tecidos do paciente infectado. Essa
resisténcia pode ser transferida entre a mesma populacdo de microrganismos ou
populacdes diferentes, como da microbiota animal para a humana e vice-versa, por esse

motivo é considerada um dos grandes problemas da medicina (MOTA et al., 2005).

A utilizacdo inadequada dos antimicrobianos é devido a caréncia na realizacéo
dos testes laboratoriais, levando a prescricao de antibioticos quando ndo é necessario ou
prescricdo do antibiotico que ndo sera realmente eficaz para determinada infeccéo, sendo
necessario utilizar outro antibidtico quando o primeiro ndo apresentar efeito, o que deixa
a bactéria ainda mais resistente. Essa préatica associada com as subdosagens ou suspensao
do tratamento antes do término do periodo correto da antibioticoterapia, agrava o
problema. Para tentar amenizar a situacdo, alguns profissionais optam pelo tratamento
com antibidticos de amplo espectro, porém s6 aumentam 0s custos com o tratamento, pois

0S microrganismos continuam se tornando resistentes rapidamente (MOTA et al., 2005).

No presente estudo, apds os resultados obtidos no antibiograma, os clinicos
responsaveis iniciaram o tratamento adequado, na dose correta e pelo tempo necessario,
havendo melhora no quadro clinico do paciente. Uma forma de combater o uso
inadequado de medicamentos, é conscientizar médicos e proprietarios sobre o uso correto
de antimicrobianos, com o objetivo de diminuir a sensibilidade das bactérias aos
medicamentos (OLIVEIRA, 2006).

Além do uso consciente de antimicrobianos é importante reforgar aos proprietarios
as medidas de profilaxia que devem ser realizadas com frequéncia, como limpeza, retirada
do excesso de pélos e umidade do conduto auditivo dos cées, 0 que contribuird para o
controle da doenca e evitara a necessidade de utilizar medicamentos para cura
(OLIVEIRA, 2012).

Nos resultados obtidos foi possivel observar que o menor nimero ou auséncia de
antibioticos sensiveis ocorreu nas amostras que apresentaram infeccdo mista com
Staphylococcus, 0 que esta de acordo com a literatura, pois 0 género Staphylococcus esta
com grande resisténcia constatada em todo o0 mundo (TAVARES, 2000).

CONCLUSAO
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De acordo com os resultados observados é possivel dizer que a resisténcia
bacteriana a antimicrobianos estd elevada nos casos de otite canina. A levedura
Malassezia e a bactéria Staphylococcus foram os microrganismos mais frequentemente

isolados nos casos de otite canina, principalmente associados a outros microrganismaos.

Diante disso, o antibiograma torna- se ferramenta essencial para o tratamento
adequado, j& que possibilita a reducdo da resisténcia bacteriana, baseando-se em sua alta

especificidade frente aos diferentes microrganismos.

E necessario que haja investimentos em estudos para a descoberta de novos
principios ativos, visto que podem ser de muita relevancia no tratamento de infec¢bes
resistentes aos antibidticos ja disponiveis no mercado. Porém, o uso desses Nnovos
compostos deve ser feito com cautela, para que uma nova resisténcia bacteriana néo seja

desencadeada em um curto espago de tempo.

Desse modo, a conscientizacdo dos proprietarios e dos médicos veterinarios é
essencial para que a solicitagdo do antibiograma seja feita todas as vezes que o animal

precisar ser submetido a uma antibioticoterapia.
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