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RESUMO

A otite resulta da inflama¢do do conduto auditivo e representa 8-15% dos casos
atendidos na pratica veterinaria. Com o objetivo de delinear e comparar o perfil de isolamento
de microrganismos a partir dos ouvidos médio e externo de caes com otite foi realizado este
estudo. No periodo de agosto/2003 a mar¢o/2004 foram analisados 64 cdes com otite externa
e média associadas e 50 cdes com otite externa bilateral. Como controle foi estudada a
microbiota de 50 caes com conduto auditivo higido. A coleta de amostras foi realizada no
Centro de Controle de Zoonozes de Fortaleza-CE e a analise microbioldgica no Setor de
Microbiologia do Depto. de Patologia e Medicina Legal / UFC. As amostras do ouvido
externo foram coletadas com auxilio de swab estéril e as do ouvido médio através da técnica
de osteotomia de bula timpanica. A cultura e identificacdo de microrganismos foram
realizadas segundo metodologia estabelecida e os testes de susceptibilidade através do método
de difusdo em agar (NCCLS). Em caes otopatas as alteracdes mais freqlientes foram:
escoriagdo no pavilhdo auricular (72%), otalgia (12%) e alteragdo no posicionamento do
pavilhdo (12%). Em 62% dos animais a membrana timpanica se encontrava integra, embora
mostrasse alguma alteracdo estrutural. A citologia mostrou-se eficiente em diagnosticar
quadros de otite externa canina, porém falha no diagnostico de otite média. A cultura foi
positiva em 48% das amostras de ouvido médio e os agentes isolados com maior freqii€ncia
foram: Estafilococos coagulase-positivos (62,5%), bacilos Gram-negativos ndo fermentadores
(10%), enterobactérias (5%) e Candida albicans (5%). Foi verificada diferen¢a no numero e
variedade de espécies isoladas do ouvido externo quando comparado ao ouvido médio, onde
predominaram: Bacillus sp. (27,1%), M. pachydermatis (23,4%) e S. intermedius (21,8%). Os
agentes mais isolados nos ouvidos externos de cdes com otite bilateral foram: Bacillus sp.
(27,9% ¢ 31%), M. pachydermatis (25,9% e 24%), S. intermedius (23,8% e 24,6%) e
Enterobactérias (6% e 6,1%). Observou-se diferenca significativa (p < 0,0001) na forma como
os agentes se associam, revelando a individualidade de cada conduto auditivo nesses quadros.
A presenga de bactérias anaerdbias estritas ndo foi observada. Cepas de S. intermedius (n=83)
mostraram resisténcia intermediaria a maioria dos antimicrobianos testados e altos niveis de
resisténcia a: penicilina (36,1%), ampicilina (27,7%), tetraciclina (27,7%), eritromicina
(14,5%) e clindamicina (12,0%). Os resultados obtidos descrevem a variedade de agentes
bacterianos e fingicos associados aos quadros de otite canina e sugerem a necessidade de se
adotar procedimentos sistematicos e direcionados para o diagnostico e tratamento de otopatias
em caes.

Palavras-chaves: otite externa, otite média, caes, resisténcia bacteriana a antimicrobianos



ABSTRACT

Otitis results from auricular inflammation and represents 8-15% of all cases received
in the veterinarian practices. This study was done to outline and compare the isolation profile
in external and middle ears from dogs with otitis. Between August/2003 and March/2004, 64
dogs with both otitis externa and media and 50 dogs with bilateral otitis externa were studied.
Fifty dogs with healthy ears were used as a control group. The collection was done at the
Zoonosis Control Center — Fortaleza/CE and the microbiological analysis at the Microbiologic
Center - Departament of Pathology and Legal Medicine / UFC. Samples from the external
ears were collected with sterile swabs and from the middle ear by osteotomy of the tympanic
bulla. The microrganisms were cultured and identified according to methods previously
described and susceptibility tested by the agar diffusion method (NCCLS). In otitic dogs the
most frequent alterations were: lesions on the pinna (72%), local pain (12%) and alteration of
the pinna position (12%). Sixty-two per cent of the dogs showed entire tympanic membrane
with some structural alteration. The cytology was an efficient way to diagnose canine otitis
externa, but did not manage to diagnose otitis media. Microbial growth was seen in 48% of
the samples from dogs with otitis media, and the most frequent isolates were: Staphylococcus
positive-coagulase (62.5%), nonfermentative Gram-negative rods (10%), Enterobacteriaceae
(5%) and Candida albicans (5%). It was observed that there was an increased number and
variety of sp.ecies isolated in external ears compared to middle ears. In samples from external
ears, the following predominated: Bacillus sp. (27.1%), M. pachydermatis (23.4%) and S.
intermedius (21.8%). The most frequent sp.ecies isolated in dogs with bilateral otitis externa
were: Bacillus sp. (27.9% and 31%), M. pachydermatis (25.9% and 24%), S. intermedius
(23.8% and 24.6%) and Enterobacteriaceae (6% and 6.1%). There was a significative
difference (p < 0.0001) in the way the isolates were associated, which showed the
individuality from each ear in bilateral otitis externa. In this study, no anaerobic
microrganisms were isolated. S. intermedius strains (n=83) showed intermediate resistance to
most of the antimicrobials tested and high resistance to penicillin (36.1%), ampicillin
(27.7%), tetracyclin (27.7%), erythromycin (14.5%) and clindamycin (12.0%). These results
describe the variety of bacterial and fungal isolates associated with canine otitis and reveal the
need to adopt systematic procedures for the diagnosis and treatment of dogs with otitis.

Keywords: otitis externa, otitis media, dogs, antimicrobial bacterial resistance
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2. INTRODUCAO

2.1 Definicdo e Aspectos Gerais acerca da Otite Canina

A otite resulta de qualquer inflamag¢do do conduto auditivo, com numerosos
agentes etiologicos envolvidos e fatores predisponentes que se relacionam com a infec¢do em
caes e gatos (Greene, 1993). Assim, podem ser classificados como otite desde inflamagdes na
porcao externa do pavilhdo auricular até complicagdes envolvendo o sistema vestibulo-
coclear, ndo importando sua gravidade ou extensdo (Leite, 2000c). A figura 1 ilustra a
anatomia do ouvido canino e as estruturas a ele relacionadas.

Atualmente, a definicdo de otite canina mais amplamente aceita ¢ a de August
(1993), que define otite externa (OE) como uma inflamacao aguda ou crdnica do epitélio do

conduto auditivo externo.

Figura 1: Anatomia do ouvido canino e estruturas relacionadas.
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As otites caninas podem ser classificadas quanto a sua lateralidade (uni ou
bilateral), evolucdo (aguda, cronica ou crdnica recidivante) e localizacdo da inflamacao
(ouvido externo, médio ou interno). A otite externa cronica (OEC) ¢ a mais amplamente
estudada por representar um problema de maior relevancia na pratica clinica veterinaria -
corresponde a cerca de 76,7% dos casos (Farias, 2002) - ¢ pode ser definida como infecg¢ao
recorrente ou continua do conduto auditivo externo por um periodo igual ou superior a seis
meses (Cole et al., 1998).

Segundo August (1993) a génese da OEC inclui fatores primdrios, predisponentes
e perpetuantes. Os fatores primarios compreendem: hipersensibilidade alterada, presenga de

parasitas, presenca de corpos estranhos, desordens de ceratinizacdo e imunopatias. Além
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destes, Little & Lane (1989) relatam ainda como fatores primarios das otites caninas tumores
e polipos auriculares.

Os quadros de hipersensibilidade alterada sdo provavelmente o fator de maior
relevancia na génese das otites caninas (Scott et al., 1996). Nesse sentido, faz-se necessario
lembrar que a regido cutinea do ouvido externo integra o grupo das chamadas areas
pruriginosas do organismo (Ohlen, 1990). Desta maneira, grande parte das alergias ird se
manifestar no epitélio do ouvido externo.

Os parasitas envolvidos na OE em cdes e gatos incluem sarnas, pulgas e
carrapatos. Dentre estes, a presenga do parasita Otodectes cynotis assume grande importancia
em caes, sendo responsavel por 5-10% dos casos de otite canina (Kwochka, 2001).

A presenca de corpos estranhos pode provocar casos de otite que vao desde
irritacdo do epitélio auricular e inflamag¢do a perfuragio da membrana timpanica com
acometimento do ouvido médio (Leite, 2000c¢).

Doencas cutaneas que provocam acumulo de escamas e/ou excessiva oleosidade
do pélo (desordens de ceratiniza¢do) também participam do estabelecimento da OE. Dentre
elas, a prevalente em animais otopatas ¢ a seborréia (primaria ou secundaria).

Os fatores predisponentes da otite externa (Bonates, 2003) incluem: conformagao
das pinas, morfologia do conduto auditivo, maceracdo do epitélio, doengas sistémicas,
alteracoes climaticas, adenites anais e febre.

Ha controvérsias quanto a prevaléncia de otite externa em animais com pinas
eretas e pendulares. Fatores como aeragdo e temperatura diferem mesmo entre animais com o
mesmo tipo anatomico de pina (August, 1993). Ainda assim, alguns trabalhos tém relatado
maior susceptibilidade de animais com pinas pendulares (Scott et al., 1996).

Ragas que possuem condutos tortuosos e/ou longos possuem maior predisposi¢ao a
doenga devido a um ambiente mais favoravel a instalacdo de fatores primarios e perpetuantes
(Leite, 2000a).

Dentre as doengas sistémicas, o hipotireoidismo pode alterar a produgdo de
cerumen e favorecer a OE. Algumas doengas virais, assim como quaisquer condi¢des de
carater debilitante em animais também podem favorecer o estabelecimento da doenga por
causar alteracdes imunolodgicas (Bonates, 2003).

Fatores perpetuantes incluem: infec¢do bacteriana e/ou flingica no conduto
auditivo externo, alteracdes progressivas no conduto auditivo e presenca de otite média.

Muita discussdo tem ocorrido acerca do papel da microbiota como fator
perpetuante da otite canina. Estudos t€ém demonstrado que os microrganismos presentes no

conduto s6 podem agir como fatores primarios em condi¢des experimentais (Leite, 2000b). A
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microbiota auditiva residente ndo ¢ rica, sendo constituida basicamente por cocos Gram-
positivos, bastonetes Gram-positivos e leveduras da espécie Malassezia pachydermatis. As
bactérias presentes na microbiota auricular de cdes higidos sdo representadas pelos géneros
Staphylococcus sp. ¢ Bacillus sp. (Bonates, 2003).

As alteragdes progressivas do conduto auricular incluem a cicatrizagao cronica e a
infec¢do subclinica do conduto auricular. Em animais com OEC recorrente, a indugao de
hiperplasia do conduto auditivo pode causar obstru¢ao do meato acustico externo, seqiiela que
altera as condi¢des do ambiente auricular e mantém um quadro de otite instalado.

No tocante a otite média, Kristensen et al. (1996) esclarecem que esta pode ocorrer
por uma ou mais vias, tais como: via descendente (invasao da bula timpanica por agentes na
porcdo horizontal do conduto auditivo externo decorrente da perda da integridade da
membrana timpanica), via hematogénica, corpos estranhos, polipos inflamatorios,
traumatismos, neoplasias e colesteatoma (um tipo de cisto epidermoide).

Na maioria das vezes, a otite média (OM) decorre de uma otite externa cronica que
evolui com ruptura do timpano e distribui¢do bilateral (Leite, 2003a). Portanto, a OM ¢
oriunda de uma afeccdo do ouvido externo e paralelamente age como fator perpetuante de
grande importancia na epidemiologia da otite externa, ao ndo permitir que o ambiente do
conduto auditivo torne-se isento de microrganismos patogénicos. Cole et al. (1998)
diagnosticaram a presenca de otite média em 82,6% dos ouvidos caninos com otite bilateral.
Logo, torna-se de extrema importancia o diagndstico e tratamento da otite média (OM),

mesmo quando ndo ha evidéncia de OEC (Leite, 2000b).

2.2 Diagnostico

Para um diagnéstico eficiente, deve-se ter em mente que o objetivo final deste ¢
identificar a causa primaria da OE e/ou OM. Nesse sentido, varias sdo as etapas que

constituem o diagndstico clinico e laboratorial da OE canina.

2.2.1 Diagnostico Clinico

ANAMNESE
Segundo Rosser (1993), a anamnese deve incluir aspectos relacionados com:
estado geral de saude, existéncia de problemas metabolicos e/ou endodcrinos, exposi¢ao

recente a outros animais, problemas dermatologicos em outras areas do corpo, tratamento
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anterior do conduto auditivo, raga, doencas que sugiram debilidade imunoldgica e relagao

com fatores epidemiologicos.

EXAME FISICO GERAL E DERMATOLOGICO

No exame fisico geral deve-se avaliar, além do aspecto geral do animal, a
ocorréncia de alteragdes que sugiram distirbios metabdlicos/endocrinos, como linfadenopatia,
ginecomastia, pseudogestacdo, anormalidades testiculares e disturbios alérgicos.

O exame da pele pode mostrar presenga de eritema, descamacao, crostas, papulas,
escoriagdes, alopecia, areas de hiperpigmentagao e, dependendo da distribui¢ao e aspecto das
lesdes, deve-se considerar a existéncia de: atopia, hipersensibilidade alimentar, sarna
sarcOptica, dermatite alérgica de contato, alteragdes endocrinas, seborréia idiopatica e

distarbios auto-imunes.

OTOSCOPIA

Rosser (1993) orienta que, ao se realizar a avaliagdo otoscopica, esta deve iniciar
pelo pavilhdo auricular, investigando-se a presenga de crostas, eritema difuso, fibrose ou
calcificagdo. Harvey et al. (2004) explicam que, ainda que se suspeite de otite unilateral,
ambos os ouvidos devem ser avaliados a otoscopia, iniciando-se pelo menos acometido e
utilizando-se canulas diferentes para cada ouvido. Este procedimento, para ser realizado com
acuracia, deve ser feito sob sedacao.

Harvey et al. (2004) orientam que se devem considerar anormais as seguintes
observagdes (Figuras 2-5): eritema, edema, quantidade aumentada de secre¢do, alteragdo na
cor da secregdo (variando de amarelo-claro a marrom-escuro), erosao, ulceragao, presenca de
ectoparasitas, hiperplasia, nédulos, pélipos e corpos estranhos.

Bruyette & Lorenz (1993) afirmam que o exame do ouvido externo e a
visualizacdo da membrana timpanica (MT) s3o os mais importantes procedimentos para o
diagnostico de otite média (OM) canina e lembram que, embora a ruptura do timpano seja
sugestiva da presenga de OM, a manutengdo da integridade desta ndo exclui a presenga do
problema.

Neer & Howard (1982) lembram que tais alteragdes devem ser avaliadas no exame
da MT de caes com diagnostico sugestivo de OM: transparéncia (opacidade e turvagao), cor
(perda de brilho, vermelhidao, areas brancas difusas, coloragdo ambar), tensdo (abaulamento

ou retragdo) e integridade (ruptura parcial ou total).
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Fonte: Harvey et al., (2004)

Figuras 2A e 2B: Escoriagdes no pavilhdo auricular de caes otopatas. O auto-traumatismo em
geral resulta de prurido intenso no pavilhdo e/ou conduto auditivo.

Figuras 3: Animal otopata com intensa erosao ¢ ulceragdo no pavilhdo e conduto auditivo.
Figura 4: Otite externa ceruminosa canina.

Figuras 5A e 5B: Otite externa cronica canina demonstrando obstrugdo parcial (5A) e total
(5B) do conduto auditivo.



21

Apesar de ser considerado um passo obrigatério no diagndstico de OE e OM

canina, a otoscopia possui a desvantagem de ndo ser eficaz em algumas situagdes. Little &
Lane (1989) afirmam que nos casos em que se observa estenose do conduto auditivo ou
excesso de secre¢do a visualizagcdo da MT fica parcial ou totalmente comprometida. A mesma

limitacao da otoscopia foi observada por Leite (1995) em 36% dos caes avaliados.

2.2.2 Diagnostico Laboratorial

CITOLOGIA AUDITIVA

O exame citologico do conduto auditivo € uma importante ferramenta diagnoéstica
da otite canina e fornece uma base para acompanhamento do tratamento até a cura ou controle
(Gotthelf, 2000). Segundo Leite (2003a), os elementos a serem observados incluem as células
do epitélio do conduto auditivo externo e possiveis componentes exogenos (corpos estranhos,
acaros, c€lulas neoplasicas, eritrocitos, leucocitos e pidcitos).

A camada mais externa da epiderme do conduto auditivo ¢ constituida por células
anucleadas de morfologia irregular (ceratindcitos) e as mais internas por células nucleadas
(epiteliocitos). No conduto auditivo externo normal ¢ detectada uma pequena quantidade de
células epiteliais anucleadas. Nos casos de OE cronica, como aqueles associados com defeitos
de ceratinizagdo ou atopia, ocorre aumento no niamero de escamas anucleadas (ceratinocitos)
e nucleadas (epiteliocitos). Segundo Carlton & McGavin (1998), o ouvido médio canino ¢
revestido por mucosa secretéria formada por uma camada dupla de células ciliadas e nao
ciliadas, com células caliciformes.

No cerimen normal canino geralmente ndo existem leucocitos. A presenga de
células inflamatdrias com ou sem caracteristicas de degeneracdo indica um quadro otopatico
em curso, com lesao do tecido subcutaneo (Gotthelf, 2000). Na maioria dos casos de otite,
observam-se neutrofilos e residuos proteinaceos. Nos casos cronicos destaca-se ainda o
aparecimento de macrofagos e pidcitos.

Eritrocitos também estdo ausentes em esfregacos de exsudato auditivo normal. A
presencga destes indica um componente hemorragico que se observa na ulceragdo epidérmica
(August, 1993).

Os 4caros nao devem estar presentes em esfregacos de ouvido canino normal.

A contagem de células leveduriformes por campo tem sido avaliada no esfregaco
citologico e correlacionada com o aparecimento de sinais clinicos. August (1993) afirma que

a presenca de um nimero superior a 10 células leveduriformes/campo sugere a presenca de
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otopatia externa. Resultados semelhantes para otopatas foram descritos por Nobre et al.
(2001) em 52% dos caes otopatas avaliados.

Apesar da abundancia de trabalhos sobre a citologia auricular canina, os dados
ainda ndo foram padronizados e mostram variagcdes com a regido geografica estudada e o
método usado para avaliagdo microscopica. No tocante a otite média canina, a literatura nao

aborda a utilizacdo deste procedimento como um passo no diagnostico.

RADIOGRAFIA

A radiografia do sistema vestibulococlear (SVC) é um dos exames mais
esclarecedores no diagnostico das otopatias em caninos (Leite, 2003b), especialmente no
tocante a otite média. Para avaliar a integridade da membrana timpanica se utilizam as
posi¢des ventrodorsal e rostrocaudal de boca aberta (Trower et al., 1998).

Leite (2003) destaca a importancia da utilizacdo de meios de contrate positivos
instilados dentro do conduto auditivo (canalografia) como alternativa a radiografia
convencional, afirmando que a canalografia permite o diagnostico de otite média canina com
maior exatiddo quando ha ruptura da membrana timpanica. De acordo com Trower et al.
(1998), os contrates mais utilizados para esta finalidade sdo o iohexol (300mg/mL) ¢ a
urografina (375mg/mL).

Quanto a otite, os achados radiograficos mais freqiientes (Leite, 2003b) sdo:
espessamento e esclerose de bula timpanica, preenchimento do espago intracavitario da bula
timpanica com fluidos, edema, proliferacdo Ossea da parte petrosa do osso temporal e/ou
articulagdo temporomandibular, calcificagdo/ossificacdo do conduto auditivo externo e

alteragdo na densidade dssea da regido circunjacente ao SVC.

BACTERIOSCOPIA, CULTURA E ANTIBIOGRAMA

A obten¢ao de amostras de secre¢do auricular oriundas de ouvido externo canino
da-se através da utilizacdo de swabs flexiveis estéreis, preferencialmente a partir da porgao
horizontal do conduto auditivo, evitando-se a contaminacdo da amostra com sujidades
presentes na por¢ao mais externa do pavilhao auricular.

A realizacdo desse procedimento nos casos de OM torna-se mais complexa, devido
ao dificil acesso ao ouvido médio canino. A literatura sugere duas técnicas para esta
finalidade (Smith & Waldron, 1993). A primeira técnica — meringotomia — consiste na incisao
cirurgica da MT sob sedag@o seguida de coleta de material com auxilio de swab estéril. Apos

cerca de 10 dias ocorre o fechamento natural do local de incisdo. Entretanto, por ser um
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acesso via conduto auditivo externo, invariavelmente ocorre contaminagdo da amostra com
microrganismos do ouvido externo.

A segunda técnica — osteotomia da bula timpanica — consiste na exposicao da bula
timpanica a qual ¢ perfurada fornecendo um acesso para a coleta de material com swab. Tal
método foi descrito inicialmente para tratamento cirtrgico de pacientes com OM grave e
possui a desvantagem de ter um pos-cirurgico demorado e delicado, além do alto risco de
seqiiclas ao animal. Entretanto, Colombini et al. (2000) relatam que a osteotomia limita o
potencial de contaminagdo da amostra e permite a obtencdo de resultados reais quanto a
microbiota do ouvido médio.

A partir do material coletado com swab, a presenca de microrganismos ¢ avaliada
em esfregacos corados pelo método de Gram. Procedimentos de cultura de microrganismos
bacterianos e fungicos devem ser realizados como descrito na literatura (Konemann et al.,
2000; Sidrim & Moreira, 1999). As normas para realizagdo de antibiograma sdo descritas no
manual do NCCLS para a area veterinaria (NCCLS Document M31-T). Entretanto, trabalhos
tém avaliado ndo apenas a susceptibilidade aos antimicrobianos recomendados pelo NCCLS,
mas também aos principios antibidticos disponiveis comercialmente em medicina veterinaria

para tratamento topico e/ou sist€émico de OE/ OM.

2.3 Microbiologia da Otite Externa

Viérios estudos tém sido desenvolvidos quanto ao isolamento de microrganismos a
partir de ouvido externo em caes sadios e otopatas (Larsson, 1987; Uchida et al., 1990;
Langoni et al., 1991; Bornand, 1992; Leite, 1995; Sapaterra et al., 1997; Nobre et al., 2001;
Ginel et al., 2002; Junco et al., 2002; Leite, 2003a).

A microbiota normal do conduto auditivo externo canino ¢ constituida
basicamente por Staphylococcus sp., Bacillus sp. e Malassezia pachydermatis e altera-se de
forma significativa em otopatas, surgindo bastonetes Gram-negativos como Pseudomonas sp.,
Proteus sp. e Escherichia sp. (Magalhaes et al., 1985; Langoni et al., 1991; Shell, 1993; Leite,
2000c).

Em aproximadamente 30% dos casos de otite canina, mais de um microrganismo ¢
isolado (Muller et al, 1985). Resultados acerca do percentual de infec¢des mistas associadas a
OEC apresentam grandes variagdes entre diferentes autores, tendo-se: 67,9%, 50,2%, 38,2%,
30,2%, 28,2% e 1,69% (Shell, 1993; Barrasa et al., 2000; Breitweisier, 1997; Ksiazek &
Wawrykowick, 1995; Giorgi et al, 1996; Goulart et al., 1997). Estas varia¢des provavelmente
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ocorrem devido a diferencas relativas a: tamanho da amostra, area geografica e fatores
inerentes ao animal otopata.

No tocante a microbiota anaerdbia estrita, hd poucos estudos na literatura acerca
da participacdo desses agentes nos quadros de otite canina. O primeiro relato da presenca de
uma bactéria anaerdbia no pavilhdo auricular de um cdo otopata foi descrito por Fraser
(1965), no qual Clostridium sp. foi isolado.

De forma geral, a Malassezia pachydermatis é o microrganismo mais freqiiente em
quadros de OEC, correspondendo, dentre outros microrganismos isolados, a: 76,5%, 76,3%,
72,1% e 56% (Nobre et al., 2001; Kiss et al., 1997a; Breitweiser, 1997; Bornand, 1992). No
ouvido externo canino, entretanto, esta levedura faz parte da microbiota natural. Assim, os
autores tém associado este microrganismo com OE canina geralmente quando observado em
grande numero de células leveduriformes/campo na citologia auricular (superior a 3-5/campo
— Machado et al., 2003). Outros fungos isolados a partir de OE canina incluem Candida
albicans, Aspergillus sp., Sporothrix schenkii, Toluropsis glabrata e Cryptococcus sp. (Nobre
et al., 2001; Mota et al., 2001; Ginel et al., 2002; Magalhaes et al., 1985; Neer & Howard,
1982; Dion & Speckmann, 1978; Sharma & Rhoades, 1975; Bornand, 1992). Leite (1995)
isolou ainda: Cladosporium sp., Penicillium sp., Mucor sp., Curvularia sp., Trichosporum sp.,
Epicoccum sp., Scopulariopsis sp. e Trichoderma sp..

O isolamento de microrganismos bacterianos a partir de amostras de quadros de
otite externa canina ¢ variavel. No cdo, o Staphylococcus intermedius tem sido a principa
espécie de coco Gram-positivo coagulase-positiva descrita (Magalhaes et al., 1985; Cox et al.,
1988; Giorgi et al, 1996; Cole et al,. 1998; Lilenbaum et al., 2000; Nobre et al., 2001). Outras
espécies de Staphylococcus isolados de OEC canina incluem: S. aureus, S. auricularis, S.
capitis, S. cohnii, S. epidermidis, S. gallinarum, S. haemolyticus, S. hyicus, S. lentus,S.
simulans,S. saprophyticus, S. sciuri, , S. saccharalyticus, S. warneri, e S. xylosus (Wooley &
Jones, 1983; Magalhaes et al., 1985; Lilenbaum et al., 2000; Giorgi et al., 1996; Silva, 2001;
Nobre et al., 2001; Leite, 2003a).

Dentre as espécies do género Streptococcus isolados de OEC canina, os autores
tém-se referido a Streptococcus sp., Streptococcus alfa-hemolitico e Streptococcus beta-
hemolitico (Wooley & Jones, 1983; Giorgi et al., 1996; Nobre et al., 2001; Leite, 2003a).

Varias espécies de bacilos Gram-negativos da Familia Enterobacteriaceae tém
sido isoladas a partir de amostras de secrecdo auricular de cdes otopatas, dentre elas:
Escherichia coli, Proteus vulgaris, Proteus sp., Proteus mirabilis, Enterobacter sp.,

Enterobacter aglomerans, Shigella sonnei, Serratia liquefasciens e Klebsiella sp. (Wooley &
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Jones, 1983; Giorgi et al., 1996; Klein & Muller, 1999; Mota et al., 2001; Nobre et al., 2001;
Leite, 2003a).

Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores (BGNNF) sdo importantes agentes
oportunistas e até algum tempo eram considerados como comensais de pouca importancia
clinica. Entretanto, estudos demonstraram seu isolamento em um crescente numero de
amostras clinicas de origem animal (Fraser, 1965). Dentre os BGNNF, as diferentes espécies
de Pseudomonas tém sido as mais freqlientemente isoladas na OEC, com destaque para a P.
aeruginosa (Wooley & Jones, 1983; Magalhaes et al., 1985; Giorgi et al., 1996; Nuttall,
1998; Foster & DeBoer, 1998; Oliveira et al, 1998; Barrasa et al., 2000; Nobre et al., 2001;
Mota et al., 2001; Kwochka, 2001; Ginel et al., 2002; Tanaka et al., 2002).

Outros agentes descritos como envolvidos em quadros de OE canina incluem:
Actinomyces pyogenes, Pasteurella sp., Hafnia alvei, Alcaligenes sp. ¢ Acinetobacter sp.
(Oliveira et al., 1998; Baxter & Lawler, 1972; Kiss et al., 1997a; Yoshida et al., 2002; Mota
etal., 2001; Baba et al., 1981; Bornand, 1992).

2.4.  Microbiologia da Otite Média

No que concerne a otite média (OM) canina, poucos estudos tém sido realizados
na area de microbiologia devido a dificuldade de acesso ao ouvido médio, estando a grande
parte dos trabalhos relacionados ao seu diagndstico e resolugdo cirurgica.

Bruyette & Lorenz (1993) descrevem que o ouvido médio tem dois mecanismos de
defesa que diminuem o risco de infec¢do. O primeiro mecanismo refere-se a estrutura do
epitélio, que por ser mucociliar auxilia no transporte de material estranho e bactérias em
direcdo ao ouvido externo, limpando constantemente o ouvido médio. O segundo mecanismo
¢ a produgdo de uma substancia de baixa tensdo na tuba auditiva que colabora com a aeracao e
drenagem eficiente.

A maioria dos casos de infec¢do do ouvido médio parece resultar de uma extensao
de otite externa. Outras fontes de infec¢ao do ouvido médio canino incluem a via ascendente,
através da tuba auditiva, e a via hematogénica.

Em um estudo realizado por Matsuda et al. (1984) foram isoladas bactérias
aerobias em cerca de metade dos ouvidos normais caninos avaliados, sugerindo uma
microbiota normal, provavelmente derivada da faringea, que ascende a tuba auditiva. Os
microrganismos recuperados no estudo foram, principalmente: enterobactérias, estafilococos e

leveduras.
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Shell (1993) descreve a importancia de microrganismos na génese da otite média
canina destacando que na maioria dos casos, a OM ¢ causada por agentes bacterianos. A
autora cita como agentes bacterianos mais freqiientemente isolados de OM canina:
Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. (também isolados em ouvido médio de caes higidos),
além de Pseudomonas sp., Proteus sp., E. coli e Clostridium sp. As infec¢des por fungos
seriam raras, estando associadas a presenga de Malassezia sp. e Candida sp.

Bruyette & Lorenz (1993) também mencionam que as bactérias mais isoladas de
OM sao Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. Entretanto, os autores discutem que, por
serem encontradas em ouvido médio de cades higidos, o papel dessas bactérias como
causadoras de OM ¢ controverso. Outras bactérias isoladas incluem Pseudomonas sp. e
diferentes géneros de enterobactérias. Entre os fungos isolados, os autores mencionam formas
leveduriformes (Malassezia sp. e Candida sp.) e filamentosas (Asp.ergillus sp.).

Cole et al. (1998) avaliaram a OM canina em 23 caes com OE bilateral e
observaram que os agentes mais comumente isolados foram S. intermedius, leveduras,
Pseudomonas sp., Streptococcus beta-hemolitico, Corynebacterium sp., Enterococcus sp. ¢
Proteus sp. Microbiota anaerobia estrita foi isolada no referido estudo em 1,3% dos ouvidos
avaliados, porém nao identificada. Os autores concluiram que, apesar da OM ser uma
extensdo da OE, as bactérias recuperadas na OM nem sempre sao as mesmas do ouvido
externo, nem t€ém a mesma susceptibilidade aos agentes antimicrobianos.

Colombini et al. (2000) estudaram a microbiota presente em 92 cdes com OM e
relataram que os microrganismos mais comumente isolados foram: S. intermedius (26,8%), P.
aeruginosa (23,2%), Streptococcus beta-hemolitico (12,8%) e Proteus sp. (11%).

Harvey et al. (2004) citam que nos quadros de OM, as bactérias isoladas sdo
principalmente aquelas associadas com OE, ou seja: S. intermedius, Pseudomonas sp.,
Proteus sp., E. coli, e M. pachydermatis.

A presenga de anaerdbios nas infecgdes cronicas mais graves, nas quais ha
abundante exsudato além de inflamagdo e necrose foi descrita por Leite & Franco (2001), os
quais isolaram uma cepa de Peptostreptococcus indolicus em amostra de secregdo auricular

de cao com OM.
2.5 Susceptibilidade bacteriana a antimicrobianos nas otites
A selecdo de medicamentos otoldgicos especificos para o tratamento de otite

canina tem como base o agente etiologico, o estado da membrana timpanica e a resposta

orgénica ao processo nosoldgico (Greene, 1993).
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No tocante a otite, pode-se dividir os procedimentos terapéuticos em manejo
clinico e manejo cirurgico. Os procedimentos clinicos incluem: tratamento topico, tratamento
sistémico e lavagens auditivas.

O tratamento topico visa uma acdo local imediata e acentuada, podendo também
ser usado para se obter efeito sistémico. No mercado veterinario nacional, existem cerca de 34
produtos comerciais direcionados para o tratamento de otite em pequenos animais. Estes tém
como base antibiotica: bacitracina, enrofloxacina, gentamicina, neomicina, polimixina B,
sulfanilamida, e tobramicina.

O tratamento sistémico torna-se necessario quando os ouvidos médio e/ou interno
estao acometidos. Entretanto, algumas consideragdes devem ser avaliadas:

1. Devido ao acimulo de exsudato e ao edema no conduto auditivo, acredita-se que menos de
5% do volume do farmaco usado por via sist€émica alcanca o limen auricular;

2. Farmacos de carater hidrofilico tém dificuldade de ultrapassar a barreira epitelial dos
ouvidos doentes;

3. Muitos farmacos tém ag@o ototoxica em cdes € gatos, tais como: amicacina, canamicina,
cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, neomicina, netilmicina, polimixina B, tobramicina e
vancomicina.

Assim, o uso do tratamento sist€émico para otite canina deve ser restrito aos
seguintes casos (Chester, 1993): hiperplasia epitelial grave, ulceragao epitelial disseminada,
ruptura da membrana timpanica, otite média/interna, meningite, presen¢a de doenca de carater
imunolégico e labirintite.

Em medicina veterinaria, aminoglicosideos ¢ quinolonas tém demonstrado
efetividade contra a maior parte das bactérias isoladas de OE canina e tém sido apontados
como farmacos de eleicdo (Greene, 1993). Entretanto, estudos desenvolvidos ao longo dos
anos, demonstram variagdes nas taxas de resisténcia contra todos os antimicrobianos,
incluindo aminoglicosideos e quinolonas. Essas variagcdes sdo observadas de acordo com o
agente considerado, metodologia empregada e regido geografica de estudo. Devido ao grande
nimero de microrganismos associados a OE canina e a variedade de bases antibioticas
disponiveis, este estudo se deterd apenas aos principais microrganismos relacionados e
antimicrobianos disponiveis em medicina veterinaria.

Entre os microrganismos isolados de amostras de secre¢ao auricular de caes com
OE, as diferentes espécies de Estafilococos sdo as mais comumente relatadas. Para esse
agente, determinados grupos antimicrobianos s3o uma constante em termos de menor eficacia
in vitro, como ocorre com o cloranfenicol e as tetraciclinas. Os primeiros relatos de

susceptibilidade de cepas de Staphylococcus sp. ao cloranfenicol revelavam 91% de eficacia
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desta substancia (Baba et al., 1981). Essa taxa reduziu-se ao longo dos anos para valores de
83%, 79,1% ¢ 75% (Bornand, 1992; Leite, 1995; Mota et al., 2001). Trabalhos mais recentes
relatam susceptibilidade da ordem de 80% (Silva, 2001; Junco & Barrasa, 2002). Para esse
agente, valores igualmente intermedidrios tém sido descritos para as tetraciclinas: 58%, 73,3%
e 80,6% (Bornand, 1992; Pandy et al., 1998; Junco & Barrasa, 2002). Tais antimicrobianos,
segundo Leite (2003a), ja sao considerados obsoletos no tratamento de OE canina.

Entre os B-lactdmicos, os antimicrobianos mais testados in vitro em cepas de
Staphylococcus sp. oriundas de OE canina incluem: ampicilina, amoxicilina + &cido
clavulanico e cefalosporinas em geral. Para a ampicilina, estudos pioneiros demonstravam
100% de efetividade do farmaco (Baba et al, 1981), a qual perdeu progressivamente sua
eficacia atingindo taxas de eficiéncia de 76,7%, 62,5% ¢ 70,4% (Pandy et al., 1998; Mota et
al., 2001; Lilenbaum et al., 2000). Estudos recentes citam que as cepas de Staphylococcus sp.
isoladas de OE canina mostram susceptibilidade de apenas 55% a este antimicrobiano (Silva,
2001; Junco & Barrasa, 2002). A associagdo amoxicilina + 4acido clavulanico (AMC),
entretanto, tem-se mostrado eficaz in vitro contra esse agente, com percentual de cerca de
95% de susceptibilidade (Bornand, 1992; Kiss et al., 1997a; Cole et al., 1998; Colombini et
al., 2000; Junco & Barrasa, 2002). Porém, recentemente, baixa susceptibilidade do agente a
AMC foi descrita em um estudo com OE canina no Brasil (Leite, 2003a). As cepas de
Staphylococcus sp. tém mostrado alta susceptibilidade (superior a 90%) as cefalosporinas,
com destaque para: cefalexina, cefazolin, cefalotina e ceftriaxona.

Aminoglicosideos tém sido os principais antimicrobianos utilizados no tratamento
topico da OE canina, especialmente gentamicina, neomicina e tobramicina. Os primeiros
relatos com uso de tobramicina in vitro citavam 100% de eficiéncia do antibacteriano contra
cepas de Staphylococcus sp. Esse percentual reduziu-se progressivamente (Junco & Barrasa,
2002) e atualmente encontra-se em torno de 82% no Brasil (Leite, 2003a). O mesmo ocorreu
com a neomicina, cujos trabalhos iniciais descreviam 100% de susceptibilidade das cepas de
Staphylococcus sp. (Marshall et al., 1974), ao passo que estudos posteriores no Brasil e em
outros paises demonstravam a reducao na susceptibilidade do agente a este antimicrobiano
para percentuais de 80%, 77,8%, 65%, 79% e 62,7% (Magalhaes et al., 1985; Dakshinkar et
al.,, 1992; Kiss et al, 1997a; Silva, 2001, Junco & Barrasa, 2002). Dentre os
aminoglicosideos, apenas a gentamicina tem-se mostrado estavel do ponto de vista de eficacia
in vitro contra cepas de Staphylococcus sp. isoladas de OE canina, com taxas de
susceptibilidade variando entre 90—100% na maioria dos estudos ao longo dos anos (Baba et
al., 1981; Dakshinkar et al., 1992; Leite, 1995; Kiss et al., 1997a; Cole et al., 1998; Pandy et
al., 1998; Mota et al., 2001; Silva, 2001; Junco & Barrasa, 2002; Leite, 2003a).
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As quinolonas tém sido empregadas no tratamento sistémico de quadros de OE
canina cronica. Estudos avaliando a norfloxacina, marbofloxacina e ciprofloxacina descrevem
taxas de susceptibilidade superiores a 90% para cepas de Staphylococcus sp. (Bornand, 1992;
Leite, 1995; Silva, 2001; Junco & Barrasa, 2002; Leite, 2003a). No tocante a enrofloxacina —
a quinolona mais utilizada em medicina veterinaria — observa-se uma discreta reducdo nos
percentuais de susceptibilidade de 98% (Kiss et al., 1997a; Silva, 2001) para 80,6% (Junco &
Barrasa, 2002), alertando para a importancia do uso indiscriminado de antimicrobianos no
tratamento de quadros de OE em caes.

Entre os BGNNF, as cepas de Pseudomonas sp. sdo as mais freqiientemente
isoladas e com maiores taxas de resisténcia a antimicrobianos na otologia canina. Para
antimicrobianos considerados obsoletos, como o cloranfenicol, os percentuais de
susceptibilidade situam-se em torno de 0-30% (Magalhdes et al., 1985; Bornand, 1992;
Oliveira et al., 1998; Mota et al., 2001; Leite, 2003a). No tocante as tetraciclinas, valores
semelhantes sdo observados, com variagdes de 0-60% de susceptibilidade deste agente (Baba
et al., 1981, Magalhaes et al., 1985; Daskhinkar et al., 1992; Kiss et al., 1997a; Leite, 2003a).

Entre os B-lactdmicos, apenas as cefalosporinas — especialmente cefotaxima e
ceftazidima - tém demonstrado altas taxas de susceptibilidade (83,9-97%) das cepas de
Pseudomonas sp. (Leite, 1995; Barrasa et al., 2000; Colombini et al., 2000; Leite, 2003a).
Antimicrobianos como a ampicilina e a associagdo amoxicilina + acido clavulanico
demonstram percentuais de eficacia que variam de 0-30% na maioria dos estudos com
Pseudomonas sp. oriundas de amostras de OE canina (Baba et al., 1981; Magalhaes et al.,
1985; Daskhinkar et al., 1992; Oliveira et al., 1998; Cole et al., 1998; Leite, 2003a).

No tocante aos aminoglicosideos, a aquisi¢ao de resisténcia por parte dos BGNNF
se torna ainda mais evidente. Em 1974, a neomicina era descrita como sendo 100% eficaz in
vitro contra Pseudomonas sp. isoladas de amostras de OE canina. Esse percentual de
susceptibilidade decresceu no decorrer dos anos para valores em torno de 70%, 77,8% e
85,6% (Bornand, 1992; Dakshinkar et al., 1992; Leite, 1995) e alcangou valores tdo baixos
quanto 57% (Kiss et al., 1997a). No tocante a gentamicina, o mesmo fato foi observado. Ha
23 anos atras, a gentamicina mostrava-se 100% eficaz contra esse agente (Baba et al., 1981),
o que decresceu aos poucos passando por valores de 88,9%, 93,9%, 92%, 92,9%, 65,2% ¢
68% (Dakshinkar et al., 1992; Leite, 1995; Kiss et al., 1997a; Pandy et al., 1998; Barrasa et
al., 2000; Colombini et al., 2000), até estabilizar em torno de 60% de eficiéncia. Dentre os
aminoglicosideos, apenas a tobramicina — o mais recentemente disponibilizado para uso
topico na otologia veterinaria — ainda se mostra eficaz contra mais de 85% das cepas de

Pseudomonas sp.
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Finalmente, os antimicrobianos mais eficientes para o tratamento de OE canina
associada a Pseudomonas sp. parecem ser as quinolonas. Estudos mostram eficacia in vitro de
norfloxacina, marbofloxacina e ciprofloxacina contra Pseudomonas sp. superior a 90%.
Dentre as quinolonas, as cepas de Pseudomonas sp. ja mostram sinais de desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia apenas a enrofloxacina com taxas de susceptibilidade de 52,1%
tendo sido descritas (Barrasa et al., 2000).

Entre as Enterobactérias, o género Proteus sp. tem sido o mais freqiientemente
observado em amostras de secrecdo auricular de caes otopatas. Conforme observado para os
demais microrganismos citados, os antimicrobianos contra os quais se relata a maior aquisi¢ao
de resisténcia sdo o cloranfenicol e as tetraciclinas. Para o cloranfenicol relata-se um
decréscimo de 100% de susceptibilidade (Baba et al., 1981) para 20% de susceptibilidade
(Leite, 2003a). No tocante as tetraciclinas, a literatura relata taxas atuais de 10% de eficacia
(Leite, 2003a) contra 100% de eficacia descrita ha anos atras (Baba et al., 1981) .

Para esse microrganismo, as quinolonas tém preservado sua eficiéncia, com
destaque para a norfloxacina e ciprofloxacina (Barrasa et al., 2000). Valores crescentes de
resisténcia tém sido observados apenas para a enrofloxacina, com queda na susceptibilidade
de 100% (Colombini et al., 2000) para 80% (Leite, 2003a).

Quanto aos B-lactamicos, observa-se também um aumento na resisténcia de cepas
de Proteus sp. a ampicilina: 100% de susceptibilidade (Baba et al.,1981) — 78% (Bornand,
1992) — 60% (Leite, 2003a). Comportamento semelhante tem sido demonstrado pelas
enterobactérias frente a associagdo amoxicilina + acido clavulanico: 100% eficacia in vitro
(Bornand, 1992) — 94% (Colombini et al., 2000) — 50% (Leite, 2003a). Dentre as substancias
deste grupo, apenas as cefalosporinas permanecem com elevadas taxas de eficacia contra
enterobactérias isoladas em OE canina.

Considerando-se os aminoglicosideos, a neomicina parece se mostrar constante
quanto a eficiéncia in vitro frente a cepas de Proteus sp., com taxas de susceptibilidade
superiores a 80% (Bornand, 1992; Leite, 2003a). O mesmo ndo se observa com a
gentamicina, que demonstrava 100% de eficicia frente cepas de Proteus sp. e teve esse
percentual reduzido ao longo dos anos para 94% (Bornand, 1992) e, finalmente, 70% (Leite,
2003a).

Como se pode observar, os niveis de resisténcia das bactérias associadas a quadros de
otite canina a diferentes antimicrobianos t€m mostrado um aumento expressivo ao longo dos
anos, com relatos atuais de baixa susceptibilidade a antimicrobianos que hd 40 anos
mostravam 100% de eficacia para todos os agentes testados. Este fato pode ser atribuido ao

uso inadequado de antibidticos para tratamento e profilaxia em infecgdes animais, bem como
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seu uso como promotor de crescimento, levando a selecdo de microrganismos multi-
resistentes. Conclusoes semelhantes foram obtidas por Schwarz & Noble (1999) ao avaliarem,
ao longo de 16 anos, a resisténcia bacteriana a antimicrobianos usados na dermatologia
veterindria.

Conseqiientemente, sabendo-se do aumento da resisténcia bacteriana na medicina
veterinaria ¢ humana e considerando-se a diminui¢do no numero de opg¢des terapéuticas
eficazes disponiveis € o nimero cada vez menor de novos principios antimicrobianos
descobertos e langados no mercado, torna-se necessario o reconhecimento do risco futuro que
representa o uso indiscriminado de antimicrobianos. Este fato reforca a necessidade da
realizagao de testes de susceptibilidade a antimicrobianos para escolha do antibacteriano a ser
utilizado no tratamento dos quadros de OE canina, bem como a importincia da monitoragao

constante dos niveis de resisténcia bacteriana.



32

2.6 Objetivo Geral

Tragar o perfil de isolamento microbiano e comparar 0s microrganismos presentes

em cdes com otite média e externa.

2.7 Obijetivos Especificos

Identificar as espécies bacterianas (aerobias, anaerdbias facultativas e anaerdbias
estritas) presentes nos ouvidos médio e externo de caes com e sem otite;

Identificar as espécies fungicas (leveduriformes e filamentosas) presentes nos
ouvidos médio e externo de cdes com e sem otite;

Avaliar a susceptibilidade a antimicrobianos de bactérias aerdbias, anaerdbias
facultativas e anaerdbias estritas prevalentes isoladas dos ouvidos externos e médios de caes
com e sem otite;

Comparar a microbiota presente em quadros de otite externa bilateral (ouvido
externo direito x esquerdo) e otite média (ouvido externo direito e ouvido médio direito) entre
si e com aquela presente em condutos auditivos de cdes sem otopatias, quanto ao seu perfil de

isolamento.
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3. MATERIAIS & METODOS

3.1. Locais de Trabalho

As amostras de secre¢ao auricular foram oriundas de caes abandonados destinados
a eutanasia por medidas de seguranga publica. As coletas foram realizadas no Centro de
Controle de Zoonoses de Fortaleza / Ceara, situado na Av. Senador Fernandes Tavora, 2433 —
Autran Nunes.

As amostras foram processadas para isolamento e identificacdo de microrganismos
e testes de susceptibilidade a antimicrobianos no Laboratério de Bacteriologia e Laboratorio
de Micologia do Setor de Microbiologia do Departamento de Patologia ¢ Medicina Legal da
Universidade Federal do Ceara. Os laboratérios onde o material foi processado destinavam-se

unicamente ao trabalho com amostras de origem animal.

3.2. Animais Experimentais

Os animais foram cedidos pelo Centro de Controle de Zoonoses de Fortaleza —
Ceara (Anexo XI). Para avaliar a microbiota bacteriana e fingica presente em animais com
conduto auditivo higido foram utilizados 50 cdes (grupo controle). O grupo teste foi
constituido por 64 cades otopatas utilizados para comparar a microbiota presente em quadros
de otite externa e otite média associadas e 50 caes otopatas destinados a comparagao entre as
microbiotas presentes em quadros de otite externa bilateral.

No dia anterior ao da coleta de material, cada animal foi contido fisicamente e
examinado visualmente quanto a presenga ou auséncia de otite externa. No dia seguinte 0s
animais selecionados para o experimento foram identificados e avaliados quanto as
caracteristicas gerais e aquelas apresentadas pelo pavilhdo auricular e conduto auditivo
externo segundo modelo (Anexo I), sendo a seguir eutanasiados. Imediatamente apos a
eutandsia, procedeu-se o exame otoscopico e a coleta de material. As eutandsias foram
realizadas pelo médico veterinario responsavel pelo servigo de eutanasia do Centro de
Controle de Zoonoses, conforme protocolo recomendado pelo Ministério da Agricultura
(Resolugdo n. 714 de 20 de junho de 2002 — Procedimentos e métodos de eutandsia de
animais), utilizando-se sedagdo prévia com cloridrato de xilazina (2-5mg/kg/IV) seguida de

injecdo intravenosa de KCl.
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3.3. Comité de Etica em Pesquisa Animal

O presente projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa Animal — CEPA
da Universidade Federal do Ceara em setembro/2003, sendo aprovado sob n. 08/2003

conforme oficio em anexo (Anexo XII).

3.4. Critérios de Incluséo

O critério selecionado para inclusdo no grupo teste foi a presenca de otite externa
bilateral e de caracteristicas sugestivas de otite média. Conforme descrito no modelo (Anexo
I), foi considerado otopata o animal que apresentava dois ou mais sinais indicativos de
inflamacdo do epitélio do ouvido externo (erosdo, pontos hemorragicos, polipos, estenose
parcial ou total do conduto auditivo e alteragdes na cor, odor, aspecto e/ou quantidade da
secrecdo auricular) e do ouvido médio (perda de integridade parcial ou total da membrana
timpanica e presenca de alteracdes em suas caracteristicas normais, tais como abaulamento,
alteracdes de cor e hemorragia).

Foi estabelecido como critério de inclusdo no grupo controle a auséncia de

quaisquer alteragdes otoldgicas.

3.5. Coleta e Processamento das Amostras

3.5.1 Ouvido Externo

Foram coletadas quatro amostras de secrecdo auricular da por¢do horizontal do
conduto auditivo externo com auxilio de swab estéril e otoscopio (Gowlland ©) com canulas
de uso veterinario, sendo: 1* amostra - Citologia (realizagdo de esfregacos em laminas corados
para avaliacdo das caracteristicas citoldgicas) e Bacterioscopia (realizagdo de esfregagcos em
laminas corados para avaliacdo da microbiota), 2* amostra — Cultivo de Anaerdbios Estritos,
3* amostra — Cultivo de Anaerdbios Facultativos e 4* amostra — Cultivo de Fungos.

Os esfregagos destinados a citologia e bacterioscopia foram confeccionados
imediatamente apos a coleta, secos ao ar e fixados pelo calor. Os swabs destinados ao cultivo
de bactérias anaerobias estritas, bactérias anaerdbias facultativas e cultivo de fungos foram

transportados ao laboratério em meios para transporte Cary & Blair modificado, Stuart e
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Sabouraud liquido suplementado com cloranfenicol (0,5%), respectivamente. O tempo

decorrido entre a coleta e o processamento das amostras foi de no maximo trés horas.

3.5.2 Ouvido Médio

Para acessar o ouvido médio a fim de proceder a coleta de amostras desse local, foi
utilizada a técnica de osteotomia de bula timpanica — Método de McNutt-McCoy (1993).
Foram seguidas as normas quanto ao preparo do centro cirargico (sala de operagdo, mesa de
operagdo, iluminagdo, ventilagdo e vestudrio) recomendadas por Parra & Saad (1987).
Utilizou-se vapor sob pressao (autoclavagio) para esterilizagdo de vestudrio, panos de campo
e instrumental cirrgico. Os demais acessorios utilizados na cirurgia (luvas, seringas, agulhas,
laminas de bisturi e swabs) eram estéreis ¢ descartaveis.

Antes do inicio do procedimento cirurgico de coleta os profissionais envolvidos
executaram as etapas de anti-sepsia cutanea (com agua e sabdo e iodopovidona) e de
paramentacdo (colocacdo de avental e calcamento de luvas) conforme Parra & Saad (1987).
As trocas de luvas eram realizadas sempre apos a etapa de tricotomia (antes da diérese do
tecido) e apos a exposi¢ao da bula timpanica (antes de sua osteotomia).

A técnica de osteotomia de bula timpanica fornece um acesso cirdrgico ventro-
lateral da bula timpanica e consiste, resumidamente, nos seguintes passos:

1.  Posicionar o animal em decubito dorsal;

2. Preparar para cirurgia asséptica na area correspondente ao angulo da mandibula;

3. Identificar a bula por palpacdo digital imediatamente atras e ligeiramente medial ao
ramo vertical da mandibula, a frente e medialmente ao processo estiloidide;

4.  Fazer uma incisdo longitudinal, lateralmente a linha mediana ventral, com 8-10cm de
comprimento profunda o suficiente para atravessar os musculos cutaneo e miloidide;

5. Proceder a dissecagdo, separando-se os musculos pterigoide e digdstrico dos musculos
hipoglosso e estiloglosso e do nervo hipoglosso, pingando os vasos de interesse (veias
facial, lingual, maxilar e artérias lingual e cardtida externa);

6.  Afastar o tensor do palato e a tiinica adventicia esofagica da bula timpanica;

7.  Fazer a assepsia do local (musculos e por¢do externa da bula) com 4alcool iodado
seguido de retirada do excesso deste com swab estéril;

8.  Fazer a osteotomia da bula em sua por¢ao ventral utilizando-se de furadeira manual de
baixa rotagao com broca estéril.

Apo6s a perfuragdo da bula, uma primeira amostra — destinada ao isolamento de

bactérias anaerobias estritas, foi coletada com swab estéril ¢ semeada em meio para transporte
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Cary & Blair. A seguir, utilizando-se seringa e agulha estéreis, foi introduzido 0,8 mL de BHI
no interior da bula, o qual foi imediatamente aspirado. Do aspirado de secrecao de ouvido
médio, uma aliquota de 0,4 mL foi introduzida em um tubo contendo 2 mL de BHI —
destinado ao isolamento de bactérias anaerobias facultativas e outra aliquota de 0,4 mL foi
inoculada em um tubo contendo 2 mL de Sabouraud liquido suplementado com cloranfenicol
(0,5%) — destinado ao isolamento flingico. Finalmente, as ldminas para bacterioscopia e
citologia foram confeccionadas utilizando-se um swab estéril o qual foi introduzido no
orificio perfurado e comprimido contra as paredes internas da bula. Apds o procedimento de
coleta de amostras, cada animal foi colocado em saco plastico e destinado a incineracao,

conforme a rotina do Centro de Controle de Zoonoses.

3.6. Citologia e Bacterioscopia Auriculares

As laminas confeccionadas para bacterioscopia auricular foram coradas pelo
método de Gram e avaliadas quanto aos aspectos quantitativos e qualitativos da microbiota
bacteriana e fungica e a presenca de microrganismos fagocitados ou ndo (Anexo II).

Na citologia auricular, os esfregacos foram corados pelo método de Giemsa e
avaliados quanto a presenca de: hemadcias, células inflamatdrias integras ou degeneradas,

ceratinocitos, células epiteliais ctibicas e parasitas.

3.7. Isolamento e Identificacdo de Bactérias Anaerdbias Estritas

No laboratdrio, as amostras transportadas em meio Cary & Blair foram semeadas
em: Brain Heart Infusion Agar (BHI Agar — DIFCO) suplementado com 5% de sangue
desfibrinado e lisado de carneiro + hemina (5pug/mL) + menadione (1pg/mL), Bacteroides
Bile Esculina Agar (BBE - OXOID), Phenylethyl Alcohol Agar (PEA — DIFCO)
suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro + hemina (5pug/mL) + menadione
(1pg/mL) e Brain Heart Infusion Broth (BHI — DIFCO) suplementado com hemina (5pg/mL)
e menadione (1pg/mL).

As placas semeadas foram incubadas em anaerobiose a 35° C durante cinco dias.
O ambiente de anaerobiose foi obtido utilizando-se envelope gerador de anaerobiose
(PROBAC) e jarra de anaerobiose (DIFCO e OXOID).

Apos o crescimento, as coldnias foram repicadas para o BHI suplementado e

incubadas por 24-48h. Do crescimento foi realizado o teste respiratorio para caracteriza¢ao
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como anaerobio estrito ou facultativo e a coloragdo pelo método de Gram. A identificacdo ao
nivel de género/espécie foi realizada segundo metodologia descrita por Konemann et al

(2000) e Sumannenn et al (1993), de acordo com o fluxograma n°® 01 (Anexo III).

3.8. Isolamento e lIdentificacdo de Bactérias Aerobias e Anaerdbias

Facultativas

3.8.1 Isolamento de Cocos Gram-positivos

A amostra transportada em meio de Stuart (DIFCO) foi semeada em Brain Heart
Infusion (BHI - DIFCO), Columbia Agar (DIFCO) suplementado com 5% de sangue
desfibrinado de carneiro (Agar Sangue — ASA), Agar MacConkey (DIFCO) e Agar manitol
(DIFCO) e incubada a 37° C por 24-48h em aerobiose e microaerofilia.

3.8.1.1. ldentificacéo de Staphylococcus sp.

Apds 48h, as colonias sugestivas de Staphylococcus sp. foram identificada ao nivel
de espécie de acordo com Murray et al (2002) e Konemann et al. (2000) a partir do agar
sangue e agar manitol or meio das provas: catalase, coagulase (em ldmina e em tubo),
bacitracina, ornitina descarboxilase, urease, oxidase, novobiocina, Voges-Proskauer e
fermentagdo de carboidratos (D-trealose, maltose, lactose, sacarose, manose, rafinose,

celobiose, turanose) de acordo com o fluxograma n° 02 (Anexo IV).

3.8.1.2. Identificacédo de Streptococcus sp. e Enterococcus sp.

As colonias sugestivas foram avaliadas inicialmente quanto ao padrao de hemolise
em ASA e a prova da catalase, segundo Murray et al (2002), conforme o fluxograma n° 03
(Anexo V). Cocos Gram-positivos, catalase-negativa e com coldnias alfa-hemoliticas foram
identificados como Streptococcus do grupo viridans. Colonias beta-hemoliticas foram testadas
quanto a sensibilidade a bacitracina e ao sulfametoxazol-trimetoprima e identificadas quanto
ao Grupo de Lancefield através do teste de aglutinagdo em latex. Coldnias ndo-hemoliticas
foram avaliadas quanto a: crescimento em NaCl 6.5%, producdo de pigmento, motilidade e

fermentacgao de xilose e arabinose.
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3.8.2 Isolamento e Identificacdo de Bastonetes Gram-negativos

Bastonetes Gram-negativos anaerobios facultativos foram identificados a partir do
agar MacConkey (DIFCO) segundo Murray et al (2002), através da prova de OF (oxidagdo e
fermentagdo - Hugh & Leifson) e teste de oxidase. Os bacilos fermentadores foram avaliados
conforme o fluxograma n° 04 (Anexo VI) através das seguintes provas: TSI (Triple sugar
iron), MILI (Motilidade, indol, lisina), citrato de Simmons, uréia, fenilalanina, Voges-
Proskauer e descarboxilagdo de aminoacidos (arginina, lisina e ornitina). Os bacilos nao

fermentadores foram identificados por método de automagao (Vitek).

3.8.3 Isolamento e Identificacdo de Bastonetes Gram-positivos

Bastonetes Gram-positivos aerobios/anaerobios facultativos foram identificados a
partir do Columbia Agar (DIFCO) suplementado com 5% de sangue desfibrinado e carneiro
(ASA) segundo Murray et al (2002), através da coloragdo pelo método de Gram, morfologia

de coldnia e prova da catalase, conforme fluxograma n°® 05 (Anexo VII).

3.9. Isolamento e Identificacdo de Fungos

A amostra transportada em Sabouraud (DIFCO) liquido suplementado com
cloranfenicol (0,5%) foi semeada em agar Sabouraud (DIFCO), agar Sabouraud (DIFCO)
suplementado com cloranfenicol (0,5%), agar Sabouraud (DIFCO) suplementado com
cloranfenicol (0,5%) e cicloeximida (0,05%) e meio Dixon (DIFCO), sendo mantida a
temperatura ambiente por 24-48h (para isolamento de formas leveduriformes) ou 5-10 dias
(para isolamento de formas filamentosas). Fungos leveduriformes e filamentosos foram
identificados de acordo com Sidrim & Moreira (1999) seguindo os fluxogramas n® 6 a 8

(Anexos VIII a X).

3.10. Teste de Susceptibilidade a Antimicrobianos

Para as Dbactérias aerObias e anaerobias facultativas, os testes de
susceptibilidade foram realizados utilizando-se 0 método de difusdo em agar Mueller-Hinton

conforme regulamentado para a area veterindria (NCCLS Document M31-T), sendo testados
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os seguintes agentes antimicrobianos: amicacina - 30ug, ampicilina - 10ug, cefalotina - 30ug,
ciprofloxacina - 5ug, clindamicina - 2pg, cloranfenicol - 30upg, enrofloxacina - 5Sug,
eritromicina - 15pug, gentamicina - 10ug, canamicina - 30ug, penicilina G — 10U, tetraciclina -
30pg, trimetropim/sulfametoxazol — 300ug, cefoxitina - 30ug, imipenem - 10pg, neomicina -
30ug, oxacilina - 1ug, ticarcilina - 30ug, tobramicina - 10ug e vancomicina — 30ug. Os discos
utilizados foram das marcas Oxoid, Cecon e Newprov.

A ocorréncia de cepas de Staphylococcus sp. resistentes a oxacilina foi
confirmada através da realizacdo da prova de “Agar Screen Plate”, segundo estabelecido pelo
NCCLS (NCCLS Document M7-A5).

Como controle dos testes de susceptibilidade a antimicrobianos foram
utilizadas periodicamente as cepas controle Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli ATCC 25922.

3.11. Analise Estatistica

Foi utilizado o Teste de Hipoteses sobre parametros p com distribuicdo
aproximadamente normal padrdo e a inferéncia sobre parametros p binomial. Para amostras
grandes, pelo Teorema do Limite Central, considerou-se distribui¢do aproximadamente

normal padrao.
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4. RESULTADOS

4.1 Exame Clinico

Na avaliacdo clinica geral dos cdes otopatas as alteragdes mais frequentemente
observadas foram: escoriacdo no pavilhdo auricular (72%), otalgia (12%), alteragdo no
posicionamento do pavilhdo auricular (12%) e prurido auricular (9%). No tocante ao exame

do conduto auditivo externo o grafico 1 mostra as alteragdes predominantes.

Grafico 1.: Alteragdes clinicas presentes no conduto auditivo externo de caes otopatas

(n=100) em Fortaleza/Ceara (2004).
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Observamos que pontos hemorragicos e erosdes no conduto auditivo foram os achados
prevalentes em otopatas. A presenca de corpos estranhos esteve em geral associada a
infestacdo por carrapatos e a ocorréncia de eritema mostrou-se associada a quadros sugestivos
de hipersensibilidade. A obstru¢do parcial ou total do conduto auditivo ocorreu em 26% dos
animais, nos quais a visualizacdo da membrana timpanica foi dificultada ou mesmo
impossibilitada.

A tabela 1 resume as informagdes obtidas acerca do aspecto da secrecdo auricular
presente em cdes otopatas. Nota-se que em apenas 98% dos animais foi observada quantidade

moderada ou elevada de secregdo.
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Tabela 1.: Aspecto clinico das amostras de secre¢do auricular do ouvido externo de 50

caes otopatas (n = 100) em Fortaleza/Ceara (2004)

Quantidade % Cor % Odor %
Escassa 2 | Amarronzada 78 | Fétido 62
Moderada 68 | Translucida 29 | Ausente 32
Abundante 30 |Sanguinolenta 14 | Adocicado 6

Amarela 7

O grafico 2 ilustra a condi¢do da membrana timpanica avaliada por otoscopia.
Nota-se que na maioria dos animais esta se encontrava integra, embora mostrasse sempre
alguma alteragdio em sua estrutura (abaulamento — 82,3%, hemorragia — 14,5% e
espessamento — 3,2%). Em 20% dos casos a sua visualizagdo foi impossivel devido a presenga
de obstrucdo parcial ou total do conduto auditivo externo, o que limitou o valor da otoscopia

como forma de diagnoéstico da otite média canina.

Grafico 2.: Aspecto da membrana timpanica de cdes com otite externa (n=100) em
Fortaleza/Ceara (2004).
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4.2. Citologia e Bacterioscopia

Os achados citologicos observados nos esfregacos de secre¢do auricular de
ouvidos médios e externos de cdes otopatas e higidos sdo mostrados nas Tabelas 2 e 3,
respectivamente. No tocante ao conduto auditivo externo, a citologia mostrou-se eficiente em

auxiliar o diagnostico de otite canina.

Tabela 2.: Achados citologicos em esfregacos de secrecdo auricular de caes
otopatas em Fortaleza/Ceara (2004).

CELULOGRAMA Frequéncia (%)
OEO OMO
Heméacias 21 40
Polimorfonucleares 73 10
Epiteliocitos 75 2
Ceratindcitos
0-5/campo 38 50
6-10/campo 40 0
acima de 10/campo 22 0
MICOGRAMA
Células leveduriformes
ausentes 18 100
inferior a 10/campo 53 0
superior a 10/campo 29 0
Esporos e/ou hifas de fungos filamentosos 2 0

OEO = ouvido externo de otopata (n=100); OMO = ouvido médio de otopata (n=50);

Tabela 3.: Achados citologicos em esfregacos de secrecdo auricular de cdes com
conduto auditivo higido em Fortaleza/Ceara (2004).

CELULOGRAMA Frequéncia (%)
OEH OMH
Hemacias 0 20
Polimorfonucleares 0 0
Epitelidcitos 8 0
Ceratinocitos
0-5/campo 80 12
6-10/campo 14 0
acima de 10/campo 6 0
MICOGRAMA
Células leveduriformes
ausentes 20 94
inferior a 10/campo 72 6
superior a 10/campo 8 0
Esporos e/ou hifas de fungos filamentosos 0 0

OEH = ouvido externo de higido (n=50); OMH = ouvido médio de higido (n=50)
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Conforme a tabela 2, nota-se que no ouvido externo de caes otopatas, destaca-se a
presenca de: hemacias (21% - Figura 6), polimorfonucleares integros e/ou degenerados
associados ou ndo a presenga de fibrina (73% - Figuras 7 e 8), epitelidcitos (75% - Figura 9) e
o aumento na quantidade de ceratinocitos produzidos (superior a 6/campo em 62% dos
animais — Figura 10). Em 29% dos cdes observou-se um nimero superior a 10 células
leveduriformes/campo na citologia auricular (Figura 11) as quais se achavam em geral
aderidas aos ceratinocitos. Os achados da bacterioscopia foram condizentes com os resultados
das culturas, com exce¢ao da presenca de Bacillus sp., os quais foram isolados em 27-31% e
32% das amostras oriundas de ouvidos externos de otopatas e higidos, mas somente foram
observados em 18-24% e 14% das bacterioscopias de ouvidos externos de otopatas e higidos,
respectivamente.

Na tabela 3 observa-se que nas amostras oriundas de ouvido externo de caes com
conduto auditivo higido (Figura 5), ndo foram observadas hemacias ou polimorfonucleares e
em apenas 8% delas notou-se a ocorréncia de epitelidcitos. Nos referidos animais,
ceratindcitos estavam presentes predominantemente em pequeno nimero (0-5/campo em 80%
dos animais), confirmando a higidez auricular dos animais selecionados para o grupo
controle. No micograma, observou-se a presenca de um numero inferior a 10 células
leveduriformes/campo em 92% dos cdes. Os achados das bacterioscopias foram confirmados
pelos resultados das culturas.

No tocante a citologia de ouvido médio, esta se revelou falha no auxilio ao
diagnéstico de otite média, ndo se podendo observar, na maioria dos casos, sequer 0s
elementos constitutivos do epitélio auditivo (Figura 13). Entre 0 e 5 queratindcitos/ campo
foram observados em 50% das amostras oriundas de ouvido médio doente (Figura 14). A
presenga de hemacias e leucocitos integros na citologia de ouvido médio de caes higidos
(Figura 12) deve ser questionada considerando-se a possibilidade de interferéncia do processo

cirurgico de coleta.



Fonte: Oliveira (2004)
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Figura 6: Citologia auricular (Giemsa) de cdo higido (ouvido externo) demonstrando
auséncia de células inflamatorias e eritrocitos e pequeno numero de ceratindcitos (qr) e
células leveduriformes / campo (cl).

Figura 7: Citologia auricular (Giemsa) de cdo otopata (ouvido externo) mostrando a presenca
de numerosos eritrocitos (er).

Figuras 8A e 8B: Citologia auricular (Giemsa) de cao otopata (ouvido externo) mostrando
um grande nimero de polimorfonucleares neutrofilos (Pn)) (8A — 100x e 8B — 1000x).

Figura 9: Citologia auricular (Giemsa) de cao otopata (ouvido externo) onde se pode observar
a presenca de material amorfo proteinaceo (ma).

Figura 10: Citologia auricular (Giemsa) de c@o otopata (ouvido externo) mostrando a
presenga de trés epitelidcitos/campo (ep).

Figura 11: Citologia auricular (Giemsa) de c3o otopata (ouvido externo) revelando aumento
no numero de ceratinocitos (100x).

Figura 12: Citologia auricular (Giemsa) de cdo otopata (ouvido externo). Na foto, pode-se
observar um numero superior a dez células leveduriformes/campo (cl) muitas vezes aderidas
as células epiteliais.



Fonte: Oliveira (2004)
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Figura 13: Citologia auricular (Giemsa) de animal higido (ouvido médio). Nota-se a presenca
de eritrocitos (er) e polimorfonucleares (pn) integros, decorrentes provavelmente do
procedimento cirtrgico.

Figura 14: Na citologia auricular (Giemsa) de cdo otopata (ouvido médio) observa-se
basicamente uma matriz extracelular e a auséncia de quaisquer elementos que caracterizem o
quadro inflamatorio.

Figura 15: Citologia auricular (Giemsa) de c@o otopata (ouvido médio) mostrando presenca
de ceratindcitos (qr).

Figuras 16A e 16B: Infecg¢do polimicrobiana no ouvido externo de cdo otopata (Gram). Na
foto 16A, além de dois ceratindcitos, observa-se a presenga de numerosos bastonetes Gram-
negativos e frequentes cocos Gram-positivos. Na foto 16B nota-se a presenga de microbiota
mista constituida por agentes bacterianos e fingicos.

Figura 17: Citologia (Giemsa) de secregdo auricular de cdo otopata (ouvido externo)
mostrando a presenga de células leveduriformes compativeis com Malassezia sp. (mp) e
Candida sp. (ca).
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O grafico 3 mostra a distribuicdo do isolamento de microrganismos ¢ o tipo de

infecdo no ouvido médio de cdes otopatas e higidos. Observa-se a predominancia de auséncia

de crescimento microbiano em amostras oriundas de ouvido médio higido (82%), o que

diferiu significativamente do observado no ouvido médio de otopatas (p < 0,0001). Esta

diferenca reflete a esterilidade do ouvido médio canino sadio e/ou o carater temporario de sua

microbiota normal. O grafico mostra ainda que, mesmo nos cdes otopatas, a microbiota

associada ao quadro de otite média ¢ predominantemente monomicrobiana.

Dos 64 caes com sinais clinicos sugestivos de otite média, obteve-se cultura

positiva em 48% das amostras. Nestas, 0os microrganismos mais freqiientes foram:

Estafilococos coagulase-positivos (62,5%), BGNNF (10%), Enterobactérias (5%) e C.

albicans (5%)

Grafico 3: Percentual de isolamento microbiano e tipo de infeccdo em ouvido

médio de caes otopatas (OMD / n=64) e higidos (HMD / n=50) em Fortaleza/Cearé (2004).
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Tabela 4: Espécies bacterianas e fungicas isoladas em amostras de secrecdo auricular de
ouvido médio de caes otopatas e higidos em Fortaleza/Ceara (2004).

Otopata Higido
(n=64) (n=50)
Esp..écies Bacterianas n (%) n (%)
Estafilococos coagulase positivos
S. intermedius 13 (32,5) 4 (40)
S. aureus subsp. aureus 9 (22,5) 2 (20)
S. aureus subsp. anaerobius 2 (5)
S. schleiferi subsp. coagulans 1(2,5)
Estafilococos coagulase negativos
S. xylosus 2 (5)
Outras
Streptococcus Grupo G 1(2,5)
Micrococcus sp. 1(2,5)
E. faecalis 1(2,5)
Bacillus sp. 1(2,5)
Enterobactérias
K. pneumoniae 1(2,5)
E. cloacae 1(2,5)
BGNNF 4 (10)
Esp..écies Fungicas
C. albicans 2 (5) 3 (30)
M. pachydermatis 1(2,5)
A. terreus 1(10)
Total 40 (100) 10 (100)

BGNNF : Bacilo Gram-negativo ndo fermentador

Observa-se a auséncia de bactérias anaerdbias estritas nas amostras estudadas e o
predominio dos agentes bacterianos, com destaque para S. intermedius e S. aureus subsp.
aureus.

M. pachydermatis, descrita como um dos principais agentes envolvidos na otite
externa canina, apareceu em apenas 1,6% das amostras de ouvido médio dos caes otopatas.
Por outro lado, no ouvido médio de caes higidos, C. albicans foi isolada em trés das dez
amostras positivas. Observa-se ainda o isolamento de quatro BGNNF, os quais ndo foram

identificados pelo método disponivel (Vitek).
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4.4, Otite Média e Externa Associadas

Através do grafico 4, observa-se uma positividade no isolamento de
microrganismos visivelmente superior nas amostras de ouvido externo (100%) comparada
aquela do ouvido médio (48%). Nota-se ainda que os quadros de otite média estdo
predominantemente relacionados a infeccdo monomicrobiana (77% dos casos positivos)
enquanto que nos animais com otite externa (Foto 15A e 15B) predominam as infecc¢des

polimicrobianas (97%).

Grafico 4: Percentual de isolamento microbiano e tipo de infec¢do em cdes otopatas com
otite externa e média associadas (n=64) em Fortaleza/Ceara (2004).
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A tabela 5 mostra os agentes bacterianos e fingicos isolados de ouvidos externos e

médios de caes otopatas.
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Tabela 5: Espécies bacterianas e fingicas isoladas em amostras de secre¢do auricular de

ouvido externo e médio de caes otopatas (n=64) em Fortaleza/Ceara (2004).

Ouvido Médio Ouvido Externo
Esp..écies Bacterianas n (%) n (%)
Estafilococos coagulase positivos
S. intermedius 13 (32,5) 41 (21,7)
S. aureus subsp. aureus 9 (22,5) 12 (6,3)
S. aureus subsp. anaerobius 2 (5) 3 (1,6)
S. schleiferi subsp. coagulans 1(2,5) 3 (1,6)
S. hyicus --- 2 (1)
Staphylococcus sp. 1(0,5)
TOTAL 25 (62,5) 62 (32,8)
Estafilococos coagulase negativos
S. xylosus 2 (5)
Staphylococcus sp. 1(0,5)
TOTAL 2 (5) 1 (0,5)
Enterobactérias
K. pneumoniae 1(2,5) 3 (1,6)
E. coli 1 (0,5)
P. mirabilis 6 (3,2)
Enterobacter sp. 1(2,5) 5(2,6)
C. freundii 1 (0,5)
TOTAL 2(5) 16 (8,5)
BGNNF
Nao identicados 4 (10) 1(0,5)
P. aeruginosa 3 (1,6)
TOTAL 4 (10) 4(2,1)
Outras
Bacillus sp. 1(2,5) 51 (26,9)
Micrococcus sp. 1(2,5)
E. faecalis 1(2,5)
Streptococcus sp. 1(2,5) 2 (1)
TOTAL 4 (7,5) 53 (28)
Espécies Fungicas
Espécies leveduriformes
M. pachydermatis 12,5 42 (22,2)
C. albicans 2 (5) 3 (1,6)
C. tropicalis 3 (L6)
C. parapsilosis 1(0,5)
TOTAL 3(7,5) 49 (25,9)
Espécies filamentosas
Trichophyton sp. 1 (0,5)
Aspergillus sp. 3 (1,6)
TOTAL 4(2,1)
TOTAL 40 (100) 189 (100)

No tocante ao isolamento bacteriano, nota-se um aumento no numero € na

variedade de espécies isoladas em ouvido externo comparado ao ouvido médio, especialmente

no que se refere aos bacilos Gram-negativos.
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Nas amostras de ouvido externo todas as infec¢des eram polimicrobianas com
associa¢do de dois a cinco microrganismos, havendo predominio dos agentes: Bacillus sp.
(26,9%), M. pachydermatis (22,2%) e S. intermedius (21,7%).

Comparando-se os resultados das 30 amostras de ouvido médio positivas e 50
amostras de ouvido externo positivas, observou-se diferenca qualitativa e quantitativa entre
seus perfis de isolamento em 96,7% dos casos. Entretanto, as espécies isoladas no ouvido
médio estavam contempladas no perfil de isolamento do ouvido externo em 56,7% das
amostras.

Quanto ao isolamento fungico (Foto 16), observa-se a presenca de M.
pachydermatis em 42% das amostras de ouvido externo, o que contrasta com o observado em
ouvido médio, e a presenga de outras espécies fungicas, ndo so leveduriformes (C. tropicalis,
C. parapsilosis), mas também isolamento de formas filamentosas (Trichophyton sp. e

diferentes esp.écies de As.ergillus).

4.5. Otite Externa Bilateral

O grafico 5 mostra que em mais de 95% das amostras de secrecdo auricular
coletadas de ouvido externo de cdes otopatas ou higidos, mais de um microrganismo ¢
isolado, o que confirma o carater polimicrobiano da microbiota normal e patogénica desse
sitio anatomico.

Grafico 5: Percentual de isolamento de microrganismos e tipo de infec¢do em ouvido
externo de caes higidos (n=50) e com otite bilateral (n=50) em Fortaleza/Ceara (2004).
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As espécies bacterianas e fingicas isoladas nas amostras de secrecdo auricular de

ouvidos externos de otopatas e higidos estdo dispostas nas Tabelas 6 e 7, respectivamente. Os
dados confirmam aqueles expostos na tabela 5 quanto a maior diversidade de espécies

isoladas em otopatas comparado aos higidos.

Tabela 6.: Espécies bacterianas e fungicas isoladas em amostras de secre¢do auricular de
ouvido externo de caes com otite bilateral (n=50) em Fortaleza/Ceara (2004).

OEE OED
n (%) n (%)
Espécies Bacterianas
Estafilococos coagulase positivos

S. intermedius 35 (24,6) 35(23,8)
S. aureus subsp. aureus 7 (4,2) 4(3,1)
S. aureus subsp. anaerobius 1(0,7) 3(2)
S. schleiferi subsp. coagulans 1(0,7) 2 (1,4)
S. hyicus 3(2,5) 2 (1,4)
Staphylococcus sp. 1(0,7) 1(0,7)
TOTAL 48 (33,4) 47 (32,4)

Estafilococos coagulase negativos 1(0,7) 1(0,7)

Enterobactérias

K. pneumoniae 32,5 2 (1,4)
E. coli 1(0,7)
P. mirabilis 4(2,8) 3(2)
Enterobacter sp. 1(0,7) 3(2)
TOTAL 8 (6) 9 (6,1)

BGNNF
P. aeruginosa 1(0,7) 2 (1,4)
S. maltophila 1(0,7)
TOTAL 2 (1,4) 2(1,4)

Outras
Bacillus sp. 44 (31) 41 (27)
Streptococcus sp. 1 (0,7) 2(1,4)
TOTAL 45 (31,7) 43 (29,3)
Espécies Fungicas

Espécies leveduriformes
M. pachydermatis 35 (24) 38 (25,9)
C. albicans 1(0,7) 2 (1,4)
C. tropicalis 1(0,7)
C. parapsilosis 1(0,7) 1(0,7)
TOTAL 37 (25.,4) 42 (28,7)

Espécies filamentosas
Aspergillus sp. 1 (0,7) 2 (1,4)
TOTAL 142 (100) 147 (100)

OEE: ouvido externo esquerdo; OED: ouvido externo direito
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Como se pode observar na tabela, os agentes bacterianos e flingicos mais
frequentemente isolados nos ouvidos externos direito e esquerdo de caes com otite bilateral
foram: Bacillus sp. (27% e 31%), M. pachydermatis (25,9% e 24%), S. intermedius (23,8% e
24,6%) e Enterobactérias (6,1% e 6%).
As associagdes de microrganismos mais frequentemente observadas foram:
Bacillus sp. + S. intermedius + M. pachydermatis (32%), S. intermedius + Bacillus sp. (13%)
e S. intermedius + M. pachydermatis (17%). Embora as mesmas espécies de microrganismos
tenham sido as mais frequentes em ambos os ouvidos, observou-se diferenga no padrao de
associagdo entre os ouvidos externos direito e esquerdo em 34 dos 50 animais (68%). Esta
diferenca foi significativa (p < 0,05) e revela que, em quadros de otite externa bilateral canina,
cada conduto auditivo externo pode apresentar uma associacao particular de microrganismos e

que, portanto, cada ouvido deve ser abordado como uma entidade individual.

Tabela 7.: Espécies bacterianas e fingicas isoladas em amostras de secre¢do auricular de
ouvido externo de cdes higidos (n=50) em Fortaleza/Ceara (2004).

Ouvido Externo

n %

Espécies Bacterianas

Estafilococos coagulase positivos

S. intermedius 35 27,3

S. aureus subsp. aureus 4 3,1

S. aureus subsp. anaerobius 1 0,8
S. schleiferi subsp. coagulans 1 0,8
S. hyicus 2 1,5

Staphylococcus sp. 2 1,5

TOTAL 45 35

Outras

Bacillus sp. 41 32

Streptococcus sp. 3 2,3

TOTAL 44 34,4
Espécies Fungicas

Espécies leveduriformes

M. pachydermatis 34 26,9
C. albicans 3 2.3

C. tropicalis 2 1,5

C. parapsilosis

TOTAL 39 30,7

TOTAL 128 100
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E interessante notar que, ao contrario do observado em otopatas, nos quais
predomina a presenga de Enterobactérias dentre os bacilos Gram-negativo, ndo foram isolados
bacilos Gram-negativos de qualquer género nas amostras de caes higidos. Nestas, as esp.écies
de microrganismos com maior freqiiéncia foram: Bacillus sp. (32%), S. intermedius (27,3%) e

M. pachydermatis (26,9%).

4.6. Susceptibilidade Bacteriana a Antimicrobianos

Os resultados dos testes de susceptibilidade a antimicrobianos das principais
bactérias isoladas sdo apresentados nas tabelas 8 (otopatas) e 9 (higidos).

Em otopatas, o S. intermedius mostrou resisténcia intermediaria (inferior a 10%) a
maioria dos antimicrobianos testados. Altos niveis de resisténcia foram observados utilizando-
se: penicilina (36,1%), ampicilina (27,7%), tetraciclina (27,7%), eritromicina (14,5%) e
clindamicina (12,0%). Nao foram isoladas cepas resistentes a quinolonas ou a vancomicina.
No tocante a oxacilina, apenas duas cepas (um S. intermedius e um S. aureus aureus)
confirmaram a resisténcia no “Agar Screen Plate”, teste recomendado pelo NCCLS.

Apesar do pequeno nimero de Enterobactérias isoladas (n=18), pode-se observar
que estes microrganismos demonstraram alta resisténcia a um grande numero de
antimicrobianos: ampicilina (66,6%), cefalotina e tetraciclina (55,6%), sulfametoxazol-
trimetoprima (44,4%), cloranfenicol (27,7%) e neomicina (16,7%). Para este grupo, destaca-
se ainda a ocorréncia de resisténcia ao imipeném (11,0%). Para as Enterobactérias, os
melhores resultados foram obtidos utilizando-se aminoglicosideos (amicacina, gentamicina,
tobramicina).

Considerando-se todos os agentes em conjunto, os piores resultados foram obtidos
com uso de: macrolideos, lincosaminas, tetraciclinas, sulfametoxazol-trimetoprima,

cloranfenicol e penicilinas (ampicilina e penicilina).
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Tabela 8: Perfil de resisténcia a antimicrobianos das principais bactérias aerobias isoladas de caes
otopatas em Fortaleza/Ceara (2004).

RESISTENCIA (%)
w S. S.aureus  S.aureus  S.hyicus S.schleiferi  Entero-  BGNNF

intermedius  subsp. subsp. (5) subsp. bactérias ®)

Antimicrobiand (83) aureus  anaerobius coagulans (18)
(20) (6) (4)

B-lactamicos
Penicilina 36,1 65 50 40 75 100 100
Ampicilina 27,7 60 50 40 75 66,6 100
Cefalotina -—- 5 -— -—- - 55,6 100
Cefoxitina 2,4 5 --- --- --- 333 100
Imipenem --—- -—- -—- -—- -—- 11 12,5
Oxacilina 1,2 5 --- --- --- 100 100
Ticarcilina --- 5 --- - - 22,2 100
Aminoglicosideos
Amicacina 1,2 10 --- --- --- - -
Canamicina 1,2 5 --- - - 5,6 25
Gentamicina 1,2 10 --- --- --- --- 12,5
Neomicina 2.4 15 - -—- - 16,7 37,5
Tobramicina 1,2 5 - --- --- --- 25
Quinolonas
Ciprofloxacina -—- --—- -—- -—- -—- 5,6 25
Enrofloxacina --- --- --- --- --- 5,6 50
Outros
Clindamicina 12 30 33,3 20 50 100 100
Eritromicina 14,5 45 333 20 50 100 100
Tetraciclina 27,7 25 16,7 20 --- 55,6 100
Cloranfenicol 2.4 5 16,7 - - 27,7 100
Sulfametoxazol- 9,6 25 --- - --- 44 .4 100
Trimetoprima

Em cepas de S. intermedius isoladas de animais higidos, alta resisténcia foi
observada frente a: penicilina e ampicilina (35,9%) e tetraciclina (15,4%). Observou-se 100%
de susceptibilidade desta espécie a: aminoglicosideos (exceto neomicina e tobramicina),
cloranfenicol, cefoxitina, imipeném, oxacilina ¢ vancomicina. Para as demais espécies de

Staphylococcus sp. observou-se resisténcia apenas a: penicilina, ampicilina e tetraciclina.
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Tabela 9: Perfil de resisténcia a antimicrobianos das principais bactérias aerobias isoladas de
caes higidos em Fortaleza/Ceara (2004).

RESISTENCIA (%)
Microrganismos  S. intermedius  S. aureus subsp. S. hyicus

39) aureus (6) 2)
Antimicrobianos
B-lactdmicos
Penicilina 35,9 333 50
Ampicilina 359 333 50
Cefalotina 2,6 - -
Cefoxitina - — —
Imipenem - - —
Oxacilina - - —
Ticarcilina 52 _— -
Aminoglicosideos
Amicacina - — —
Canamicina - — —
Gentamicina - - —
Neomicina 2,6 - -
Tobramicina 2,6 - -
Quinolonas
Ciprofloxacina 2,6 - -
Enrofloxacina 2,6 - -
Outras
Clindamicina 5,2 - —
Eritromicina 52 - -
Tetraciclina 15,4 16,7 100
Cloranfenicol - — —

Sulfametoxazol-Trimetoprima 52 --- -
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5. DISCUSSAO

A otite externa canina pode ser definida como uma inflamacao aguda ou cronica
do epitélio do conduto auditivo externo (August, 1993). Esta patologia representa 8-15% dos
casos atendidos na pratica veterinaria no Brasil, com destaque para a OE cronica, resp.onsavel
por até 76,7% dos casos (Farias, 2002).

A presenga de sinais clinicos e a otoscopia sdo os principais procedimentos para o
diagnostico de otite externa canina (Harvey et al., 2004). Bruyette & Lorenz (1993), ao
abordar o diagnoéstico e os aspectos médicos relacionados a otite externa (OE) e média (OM)
caninas, mencionam que o ato de balangar a cabeca e a visualizacdo de traumatismos no
pavilhdo auricular s3o sinais comuns de otite externa, especialmente quando estdo presentes
corpos estranhos ou inflamagao aguda. Nos animais avaliados nesse estudo, a alteragdo clinica
prevalente nos otopatas foi a presenga de escoriagdes no pavilhdo auricular (72%).

Segundo Shell (1993), os sinais acima citados também podem ser indicativos de
OM canina, acrescidos de outros, tais como: deficiéncia auditiva, otalgia e alteracdo no
posicionamento da cabega pelo excesso de dor. Estes dados concordam com os nossos
resultados, no qual a segunda alteracdo clinica mais freqiiente foi a presenca de otalgia (12%)
e alteragdo do posicionamento do pavilhdo auricular (12%).

Harvey et al. (2004) afirmam que, no exame otocdpico, a presenca de erosdes e
ulceras no conduto auditivo externo canino deve ser avaliada. Neste estudo a ocorréncia de
pontos hemorragicos (87%) e erosdes (80%) no conduto auditivo de otopatas foram as
alteragdes mais freqiientes. A presenca de corpos estranhos foi a terceira alteragdo mais
observada (43%) e esteve em geral associada a infestagdo por carrapatos. August (1993)
ressalta que, apesar das formas adultas do carrapato ndo parasitarem o conduto auditivo
externo canino, suas larvas e ninfas podem induzir inflamag¢des graves no local ao se
alimentarem com sangue e linfa do epitélio do conduto auditivo. No presente trabalho, ndo
foram observadas formas imaturas ou adultas do acaro O. cynotis nem a ocorréncia de polipos
ou qualquer neoplasia no conduto auditivo, os quais sdo ocasionalmente descritos na literatura
como agentes causais de OE canina (Leite, 1995).

Segundo August (1993), nos quadros iniciais de OE canina aguda, as glandulas
sebaceas se dilatam e aumentam a quantidade de “sebo” produzido, o qual apresenta elevado
conteudo lipidico. Simultaneamente, as glandulas ceruminosas também se modificam e
aumentam sua secre¢io, também com alto teor lipidico. A medida que o processo inflamatério
progride e a reacdo se transforma de aguda para cronica, as glandulas sebaceas se atrofiam e

as glandulas ceruminosas continuam sofrendo hiperplasia. Havendo continuidade do processo,
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passa a se observar no conduto auditivo alteracdo do cerimen normalmente visto em animais
higidos e sua substituicdo por secrecao exsudativa com menor teor de lipidios, maior umidade
e maior celularidade (Harvey et al, 2004). Esta celularidade ¢ constituida basicamente por
células epiteliais, inflamatodrias e microbianas (Leite, 2003a).

August (1993) afirma que a presenca de exsudato auricular ¢ um sinal
patognomoénico de otopatia. No tocante a quantidade de exsudato, nosso trabalho se
assemelha ao de Leite (1995) que relatou a presenca de alta quantidade de exsudato em
30,56% dos caes otopatas. A maioria dos animais otopatas apresentou quantidade moderada
(68%) de exsudato e em apenas 2% deles ndo foi observada sua presenca. Estes resultados
diferem daqueles descritos por Leite (1995), que relataram a presenca de moderada
quantidade de exsudato em apenas 16,67% dos otopatas e sua auséncia em 38,89% deles. O
autor afirma que ¢ possivel que, em alguns animais com otite, a exsudagdo nao se manifeste,
apenas a reacdo inflamatdria branda, porém suficiente para provocar alteragdes clinicas no
animal. Esta diferenca pode ser explicada em parte pela subjetividade desse critério, bem
como pela divisdo feita por Leite (1995) em quatro classes (ausente, leve, moderada e alta) de
animais quanto a quantidade de exsudato, ao passo que no presente estudo considerou-se
apenas trés classes (escassa, moderada e abundante).

Além da quantidade, August (1993) explica que a cor do exsudato 6tico também
fornece informacgodes importantes no diagnostico de OE canina. Assim sendo, o autor descreve
que exsudatos espessos, de consisténcia oleosa e cor amarela sugerem a ocorréncia de causas
ndo infecciosas (como seborréia, atopia e endocrinopatias). Exsudatos de cor amarela escura e
consisténcia cremosa sugerem infeccdo por bactérias Gram-positivas, ao passo que a cor
amarela palida e o aspecto caseoso e pegajoso sao indicativos de infeccdo bacteriana por
agentes Gram-negativos. Quanto a OE fungica, esta deve ser suspeitada quando o exsudato
adquire a cor amarronzada e o aspecto ceruminoso. No presente trabalho, a maioria dos
otopatas apresentou exsudato de cor marrom / preta (78%), o que estd de acordo com os
relatos de Cole et al. (1998). A ocorréncia de exsudato de cor amarela, sugestivo de infecgao
bacteriana, foi inferior aquela observada por Cole et al. (1998). Esta diferenga deve-se,
provavelmente, a ndo padronizagdo desse critério entre os dois trabalhos, j4 que no presente
estudo consideraram-se outras categorias (translicido, sanguinolento e preto) nao
contempladas no experimento de Cole et al. (1998).

Bruyette & Lorenz (1993) afirmam que o exame do conduto auditivo externo e a
visualizagdo da membrana timpanica (MT) sdo os procedimentos mais importantes para
animais com suspeita de OM. Esta deve ser suspeita se a membrana estd rompida, abaulada,

opaca ou se ha alguma alteragdo de cor. Harvey et al. (2004) descreve que, por ocasido da
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perfuracdo da membrana timpanica, a seqliéncia hemostasia — inflamag¢do — proliferagdo
fibroblastica e colagénica — epitelizag¢ao, que caracteriza a cicatrizagdo da pele, nao ocorre. De
modo particular, o epitélio da membrana timpanica migra sobre o defeito e o transpde, antes
que se estabeleca um leito de granulacdo por baixo dele. Essa adaptacdo resulta em uma
restauragdo mais acelerada do que se observa no tecido cutaneo. Os autores acrescentam ainda
que este processo de reparacao ocorre de forma acelerada mesmo na presenca de OM. Por
este motivo, a presen¢a de uma membrana timpanica integra ndo exclui a presenca de OM
canina. Nos casos de lesdo da MT com posterior reparagdo, esta pode ser eventualmente
reconhecida na forma de areas espessas (Bruyette & Lorentz, 1993) ou de pontos negros
(Shell, 1993).

A ruptura de MT foi observada em apenas 18% dos animais otopatas avaliados
neste estudo, embora naqueles em que esta estrutura estava integra alguma alteracdo
morfoldgica tenha sido sempre observada. Esses resultados concordam com os descritos por
Leite (1995) e Leite (2003a), embora sejam inferiores aos descritos por Cole et al. (1998) que
observaram ruptura de MT em 28,9% dos cdes otopatas estudados. Esta diferenca pode ter
sido ocasionada pelo fato de que Cole et al. (1998) tiveram éxito na visualizagdo da MT em
todos os animais estudados, o que ndo ocorreu em nosso estudo. Little & Jane (1989)
relataram que a dificuldade de visualizacdo da MT em caes otopatas se deve a presenga de
estenose € ao acumulo de cerimen/exsudato no conduto auditivo. Shell (1993) acrescenta que
tal procedimento pode também ser dificultado pela ocorréncia de ulceracdo, detritos,
hiperceratose e massas na por¢do horizontal do canal auricular. A MT ndo pdde ser
visualizada em 20% dos caes otopatas estudados neste trabalho, o que concorda com Leite
(1995) e Leite (2003a).

Muitos autores tém descrito a importancia da avaliagdo citologica no diagndstico
dos quadros de OE (Ginel et al., 2002). Segundo Harvey et al. (2004), na citologia do
conduto auditivo canino normal, o cerimen — de elevado teor lipidico — ndo absorve o
corante. Detecta-se no esfregaco corado pequena quantidade de células epiteliais anucleadas
(queratindcitos) bem como microbiota escassa constituida por células leveduriformes
compativeis com M. pachydermatis e cocos Gram-positivos sugestivos de Staphylococcus sp.
Entretanto, em otopatas, o cerimen/exsudato adquire aspecto azulado no esfregaco corado
devido a diminui¢ao no contetido lipidico e aumento na celularidade. Esse relato confirma os
dados deste trabalho, no qual amostras de ouvido externo de animais higidos ndo
apresentaram hemadcias ou células inflamatérias e mostraram numero inferior a 10

ceratindcitos/campo de imersdo (94%).
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A presencga de eritrocitos na citologia implica em contato intimo com a vasculatura
subjacente (Gotthelf, 2000) ou indica a presenga de um componente hemorragico como
ulceracdo da epiderme (Chickering, 1993) o que condiz com a ocorréncia de um quadro de
OE. A presenca de eritrocitos foi observada em um percentual moderado de amostras de caes
otopatas (21%) no presente estudo o que condiz com a presenga de erosdes e pontos
hemorréagicos em cerca de 80% desses animais.

A observagdo de células inflamatérias (como leucocitos e pidcitos) na citologia
auricular indica a ocorréncia de um quadro ativo, surgindo inicialmente neutrdfilos. De
acordo com August (1993), a cronicidade da OE canina pode ser atestada em fun¢do da
observagdo de macrofagos e fagossomas no esfregaco corado. Os resultados deste estudo
confirmam os dados da literatura quanto a freqiiéncia de células inflamatdrias no exsudato de
otopatas (73%) e sua auséncia no conduto auditivo de animais higidos.

Nos casos de OE cronica, Harvey et al. (2004) afirmam que o revestimento
epitelial do conduto auditivo externo reage a inflamagdo e a hiperplasia resulta em aumento
no nimero de ceratindcitos e aparecimentos de epitelidcitos. Ginel et al. (2002) reforcam essa
afirmagdo e sugerem que a alteracdo no processo de ceratinizacdo ¢ considerada um fator
primario na génese da OE canina. Leite (2003a) explica que o aumento no niumero de células
epiteliais em otopatas deve-se a agdo exercida pela inflamacdo e por substancias irritantes
(tais como enzimas liberadas por células em autdlise, toxinas bacterianas e mediadores
inflamatorios) sobre o epitélio do conduto auditivo.

Em concordancia com os relatos acima, os resultados aqui expostos demonstram a
presenga de um niimero superior a seis ceratindcitos/campo de imersdo em 62% das amostras
oriundas de ouvido externo de otopatas, enquanto que nos animais higidos esse percentual foi
de 20%. Os resultados diferem daqueles descritos por Ginel et al. (2002), os quais ndo
observaram diferencga significativa entre o niimero de ceratindcitos presentes em amostras de
exsudato auricular de animais higidos e otopatas. Os autores justificam afirmando que o
achado inesperado deveu-se provavelmente a falha na escolha dos campos a serem avaliados
no aumento de 100x. Leite (2003a) lembra ainda que o numero de células epiteliais ¢ muito
variavel nos pacientes avaliados, o que decorre da agregacdo de varias células no esfregaco
(placas celulares) dificultando a padronizacdo deste item.

Para as amostras de ouvido externo, os resultados das bacterioscopias foram
condizentes com os resultados das culturas, mostrando a predominancia de células
leveduriformes compativeis com M. pachydermatis e cocos Gram-positivos sugestivos de
Staphylococcus sp. em animais higidos, bem como a presenga dos mesmos agentes associados

a bastonetes Gram-negativos em otopatas. No tocante ao microrganismo Bacillus sp., sua
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presenca no exame direto foi aparentemente inferior ao isolamento em cultura tanto para
higidos (14% - direto e 32% - cultura) quanto para otopatas (24% - direto e 29% - cultura).
Essa diferenca poderia ser explicada pela superioridade numérica dos outros microrganismos
patogénicos ou comensais que constituem a microbiota do conduto auditivo de animais
higidos ou otopatas em detrimento do Bacillus sp., superioridade esta que se tornaria menos
evidente por ocasido do cultivo em meio de enriquecimento. Em uma amostra de otopata,
observou-se a presenca de microrganismo bacteriano espirilado (Foto 6), cujo isolamento e
identificagdo ndo foram possiveis pelo carater misto do quadro infeccioso em questdo e as
exigéncias nutricionais apresentadas por aqueles microrganismos.

Desde as primeiras descri¢des da presenca de Malassezia sp. na superficie da pele,
esta levedura tem sido associada, ao ser humano, as infec¢Oes cutaneas e, nos animais
domésticos, principalmente aos quadros de otite externa e dermatite. A citologia tem sido uma
técnica de rotina para o diagnodstico ¢ controle de OE por Malassezia sp. (Machado et al.,
2003) e, segundo Bornand (1992), ¢ o método adequado para a deteccdo da levedura, sendo
preferivel a realizacdo da cultura isoladamente.

A M. pachydermatis é um organismo comensal da pele canina comumente isolado
do conduto auditivo externo de animais higidos e otopatas. Sendo assim, o diagnostico de OE
associado a este microrganismo como agente patogé€nico se baseia na observacao de um
numero elevado de células leveduriformes/campo no exame direto. Os resultados obtidos
demonstram que em apenas 8% das amostras dos animais higidos pdde-se observar um
nimero superior a dez células leveduriformes/campo, sendo que em 20% destes o
microrganismo esteve ausente na citologia. Em otopatas, o percentual de amostras com
nimero superior a 10 células leveduriformes / campo se elevou para 29%. Para otopatas, os
percentuais observados sdo inferiores aos descritos por Nobre et al., (2001), Ginel et al.
(2002) e Leite (2003a), embora se assemelhem aos relatos de August (1993). E provavel que
as diferencas nas contagens reflitam ndo s6 a dinamica populacional da microbiota fingica,
mas também a influéncia exercida pelas caracteristicas regionais como umidade e
temperatura. Ginel et al. (1992) lembram ainda que a padronizagdo do nimero de
leveduras/campo no exame direto ¢ dificultada por sua grande variagdo entre otopatas. Os
resultados desta dissertagdo se assemelham aos descritos em um estudo recente realizado com
caes otopatas no Estado do Ceara (Girao, 2003).

Girdo (2003) avaliou a presenca de M. pachydermatis em 146 amostras de
secrecdo auricular de cdes com otite € 90 amostras de caes com conduto auditivo higido e

relatou que apenas 7,14% dos cdes higidos apresentaram um numero superior a dez
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leveduras/campo sugestivas de M. pachydermatis, valores que se elevaram para 15,07% em
otopatas.

Ao contrario do que foi descrito por Leite (2003a), esporos de fungos filamentosos
apareceram com baixa freqiliéncia (2%) no exame direto de otopatas e estiveram ausentes nos
caes higidos. Essas estruturas sdo tipicamente contaminantes e ndo interferem com o quadro
clinico em curso (Leite, 2003a).

A citologia de ouvido médio ndo forneceu informagdes importantes de auxilio ao
diagnéstico do quadro de OM. Destacou-se a presenca de eritrocitos tanto em higidos quanto
em otopatas e de polimorfonucleares integros em otopatas, o que provavelmente decorreu do
processo cirurgico de coleta.

De acordo com Bruyette & Lorenz (1993), a presenca de um aparato mucociliar no
epitélio do ouvido médio e a produg¢do de uma substancia de baixa tensdo pela tuba auditiva
dificultam a colonizagdo por microrganismos no local. Talvez por esses motivos a incidéncia
de OM primaria seja baixa, enquanto a OM secundaria a OE crénica ¢ elevada (Shell, 1993).

Em um estudo realizado por Matsuda et al. (1984) foram isoladas bactérias
aerobias em cerca de metade dos ouvidos médios normais caninos avaliados, sugerindo uma
microbiota normal, provavelmente derivada da faringea, que ascende a tuba auditiva. Os
microrganismos recuperados pelos autores foram, principalmente: enterobactérias,
estafilococos e leveduras. Um percentual inferior foi obtido neste estudo, no qual obteve-se
isolamento de microrganismos em apenas 18% das amostras de ouvido médio de caes higidos.
A discrepancia observada provavelmente deveu-se a diferenca na técnica de coleta utilizada
na metodologia aqui empregada (osteotomia da bula timpanica), a qual diminui
consideravelmente o risco de contaminagdo da amostra com microrganismos do ouvido
externo (Colombini et al., 2000). Os microrganismos isolados incluiram Staphylococcus sp.
(60%) e leveduras (30%), concordando com os relatos de Matsuda et al. (1984).

Para otopatas obteve-se isolamento bacteriano e/ou fungico em 48% das amostras
de ouvido médio, o que diferiu significativamente dos valores para caes higidos (p < 0,0001).
Shell (1993) relata a ocorréncia de OM em cerca de 16-50% dos cdes com OE cronica.
Nossos resultados se assemelham aos dados da literatura no tocante ao carater
predominantemente bacteriano da OM canina (Bruyette & Lorenz, 1993; Shell, 1993; Cole et
al., 1998; Colombini et al., 2000), ja que agentes fungicos foram observados em apenas 10%
das amostras de OM, enquanto que agentes bacterianos foram isolados em 96,66% delas.

O numero de microrganismos isolados de OM variou de 1-3/amostra,
predominando as infecgdes monomicrobianas (77%). Resultados inferiores foram descritos

por Colombini et al., (2000) provavelmente devido a contamina¢do com microrganismos do
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conduto auditivo externo em amostras obtidas por miringotomia. Os autores admitem que essa
contaminagdo ¢ freqiiente principalmente nos casos de OE crdnica, em que a excessiva
quantidade de exsudato e a estenose do canal auditivo dificultam a coleta por miringotomia.
Nestes casos, afirmam Colombini et al. (2000), a osteotomia da bula timpanica limitaria a
contaminagdo das amostras e forneceria informagdes seguras da real microbiota do ouvido
médio.

Nesta dissertagdo, os principais microrganismos isolados de OM foram:
Estafilococos coagulase-positivos (62,5%), BGNNF (10%) e Enterobactérias (5%),
concordando com os relatos da literatura (Bruyette & Lorenz, 1993; Shell, 1993; Cole et al.,
1998; Colombini et al., 2000; Harvey et al., 2004).

Microrganismos anaerdbios estritos ndo foram isolados no presente estudo,
confirmando a baixa freqiiéncia desses agentes nos quadros de OM e OE caninas (Cole et al.,
1998; Leite, 2003a). Cole et al. (1998) obtiveram o isolamento de bactérias anaerdbias estritas
(1,3%) em amostras oriundas de ouvido médio de cdes otopatas. Mais recentemente, Leite
(2003a) isolou a espécie Peptostreptococcus indolicus (0,65%) em uma amostra de exsudato
auricular de OM de cdo otopata.

Nos quadros de otite média predominou a infec¢do monomicrobiana (77%),
enquanto que na OE as infec¢des polimicrobianas prevaleceram (97%). No tocante ao
isolamento bacteriano, notou-se um aumento no numero (OM - n=40 ¢ OE - n=188) de
microrganismos isolados e na variedade de espécies isoladas (OM - n=13 e OE - n=21) em
ouvido externo comparado ao ouvido médio. Os dados obtidos diferem daqueles descritos por
Cole et al., (1998), os quais observaram um maior numero de espécies isoladas em amostras
de OM que de OE. Esta discrepancia pode ser provavelmente explicada por diferengas na
metodologia utilizada por aqueles autores, como: ndo inclusdo de microrganismos nao-
patdgenos classicos como Bacillus sp., agrupamentos de todos os fungos leveduriformes em
uma so6 classe ¢ identifica¢do de agentes por género (ex. Proteus sp., Pseudomonas sp.).

Considerando-se os resultados das 30 amostras de ouvido médio positivas,
observou-se que em 96,7% delas o(s) agente(s) isolado(s) na amostra de ouvido médio
diferia(m) daquele(s) obtido(s) na amostra de ouvido externo do mesmo animal, sendo que em
apenas 56,7% dos casos, a(s) espécie(s) isolada(s) no ouvido médio estava contemplada no
isolamento do ouvido externo. Segundo nosso conhecimento, apenas Cole et al. (1998)
avaliaram as microbiotas presentes nos quadros de OM e OE canina associadas. Os autores
observaram semelhanca entre os isolamentos de OM e OE canina em apenas 10,5% das
amostras. Diferengas no perfil de susceptibilidade a antimicrobianos entre amostras de OM e

OE foram também observadas por Cole et al., (1998) entre cepas de S. intermedius (26,3%) e
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Pseudomonas sp. (23,7%). A partir dessa observagdo, Cole et al. (1998) sugerem que nos
quadros de OE crénica canina onde a presenca de OM associada ¢ susp.eita, deve-se recorrer
a coleta de material ndo apenas do ouvido externo, mas também do ouvido médio para
realizagdo de cultura e teste de susceptibilidade a antimicrobianos a fim de escolher um
tratamento direcionado e eficaz.

Viérios estudos quanto ao isolamento de microrganismos a partir de ouvido externo
em cdes sadios e otopatas tém sido desenvolvidos (Uchida et al., 1990; Langoni et al., 1991;
Bornand, 1992; Leite, 1995; Nobre et al., 2001; Ginel et al., 2002; Junco & Barrasa, 2002;
Larsson, 1987; Sapaterra et al., 1997).

Para caes higidos, destacou-se a auséncia de isolamento de bastonetes Gram-
negativos e os agentes prevalentes foram: Bacillus sp. (32%), S. intermedius (27,3%) ¢ M.
pachydermatis (26,9%). Estes resultados se assemelham aos dados da literatura, que descreve
que a microbiota normal do conduto auditivo externo canino ¢ constituida basicamente por
Staphylococcus sp., Bacillus sp. e Malassezia pachydermatis e altera-se de forma significativa
em otopatas, surgindo bastonetes Gram-negativo como Pseudomonas sp., Proteus sp. e
Escherichia coli. (Leite, 2000c; Magalhaes et al., 1985; Shell, 1993).

Muller et al., (1985) relatam que, em aproximadamente 30% dos casos de OE
canina, mais de um microrganismo ¢ isolado. Resultados acerca do percentual de infec¢des
mistas associadas a OEC apresentam grandes variagdes entre diferentes autores. Em nosso
estudo, 97% das amostras de OE apresentaram isolamento de dois ou mais microrganismos.
Esse percentual ¢ superior aos descritos anteriormente (Shell, 1993; Ksiazek &
Wawrykowick, 1995; Giorgi et al., 1996; Breitwiesier, 1997; Barrasa et al., 2000). Esta
diferenca provavelmente ocorre devido a fatores relativos a: tamanho da amostra, area
geografica, fatores inerentes ao animal otopata, ndo padronizacdo da metodologia quanto aos
agentes a serem incluidos no estudo e seu nivel de identificacao.

O género Bacillus foi o microrganismo isolado com maior freqiiéncia no conduto
auditivo externo de otopatas nesse estudo. De caracteristicas reconhecidamente saprofiticas no
ambiente auditivo canino, esta bactéria ¢ pouco relatada em trabalhos sobre o tema.
Entretanto, relatos de elevadas taxas de isolamento desse microrganismo foram igualmente
descritos (Leite, 1995; Leite, 2003a)

Considerando-se os microrganismos potencialmente patogénicos, Staphylococcus
intermedius tem sido uma das principais espécies de cocos Gram-positivos isolada em
quadros de OE canina, o que também foi encontrado neste trabalho (Magalhaes et al., 1985;
Cox et al., 1988; Giorgi et al, 1996; Cole et al,. 1998; Lilenbaum et al., 2000; Nobre et al.,

2001; Leite, 2003a). Outras espécies de Staphylococcus ja descritas na literatura em quadros
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de OE canina foram também observadas nesse estudo: S. aureus subsp. aureus, S. aureus
subsp. anaerobius, S. hyicus e S. schleiferi subsp. coagulans (Magalhdes et al., 1985;
Lilenbaum et al., 2000; Giorgi et al., 1996; Nobre et al., 2001; Silva, 2001).

Observa-se um crescente interesse no estudo de S. intermedius, o principal agente
de piodermite ¢ um dos principais microrganismos relacionados a OE canina. Esta espécie foi
primeiramente descrita em 1976 (Vandenesch et al., 1995) na pele de cdes. Em seres
humanos, a espécie ¢ raramente isolada, mesmo nos casos de contato constante com caes
(Talan et al., 1989). S. intermedius, entretanto, tem sido descrito como um potencial patégeno
zoondtico invasivo, tendo sido isolado em: ferimentos em seres humanos provocados por caes
(Talan et al., 1989), endocardite infecciosa em paciente imunodeprimido (Llorca et al., 1992),
bacteremia associada a cateter em paciente com carcinoma de pulmdo (Vandenesch et al.,
1995). Mais recentemente, o isolamento de S. intermedius em um caso de otite média cronica
em paciente humano (Kikuchi et al., 2004) vem destacar a importancia desse agente como
patégeno nao s6 em animais, mas também em seres humanos. A patogénese do agente nos
referidos quadros ndo estd completamente esclarecida e, sendo assim, diversos estudos tém
investigado a producdo de fatores de viruléncia. Para esta espécie, os seguintes fatores de
viruléncia foram descritos: aderéncia aumentada a ceratinocitos (Mcewan, 2000), produgao de
superantigenos como enterotoxinas estafilocécicas A, B, C e D e toxina-1 da sindrome do
choque toxico (Hendricks et al., 2002) ¢ toxina exfoliativa (Terauchi et al., 2003).

Dentre os cocos Gram-positivos, o género Streptococcus sp. apresentou baixa
freqliéncia de isolamento nesse estudo (0,7-1,4%), resultados que se assemelham aos de Leite
(2003a).

Nossos resultados se assemelham aos relatos da literatura quanto a importancia da
levedura Malassezia pachydermatis como microrganismo fingico mais freqiiente em quadros
de OE canina e demonstram que esse foi o terceiro agente mais isolado em amostras oriundas
do conduto auditivo externo. A multiplicacdo intensa desta espécie fungica estd sempre
associada a modificagdo do ecossistema local, quando a levedura passa a manifestar sua
atividade patogénica (Bond et al., 1997; Girao, 2003). A partir dos anos 80, as leveduras do
género Malassezia ganharam especial atengao na medicina humana, por terem sido associadas
a septicemias em neonatos prematuros em UTIs e enfermarias (Mickelsen et al., 1988; Chang
etal., 1998).

Outros fungos isolados a partir de amostras de OE canina ja foram igualmente
descritos: Candida albicans (Nobre et al., 2001; Mota et al., 2001; Ginel et al., 2002;
Magalhaes et al., 1985), Candida tropicalis e Candida parapsilosis (Leite, 2003a) ¢
Aspergillus sp. (Neer & Howard, 1992; Leite, 2003a) ¢ Trichophyton sp. (August, 1993).
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No tocante aos representantes da Familia Enterobacteriaceae e aos BGNNF, as
espécies mais freqiientemente isoladas no presente estudo foram P. mirabilis e P. aeruginosa,
0 que se trata de um fato relevante quanto a terapé€utica, pois se sabe que estes
microrganismos apresentam percentual elevado de resisténcia aos antimicrobianos. Outras
espécies de bacilos Gram-negativos isoladas foram anteriormente descritas em diversos
trabalhos abordando a OE canina (Wooley & Jones, 1983; Leite, 1995; Giorgi et al., 1996;
Klein & Muller, 1999; Mota et al., 2001; Nobre et al., 2001; Leite, 2003a).

Comparando-se as espécies isoladas nas amostras oriundas de ouvidos externos
direitos e esquerdos dos caes com otite bilateral, estas se assemelham. Entretanto, observou-se
diferenca significativa (p < 0,0001) na forma como estas se associam. Este fato permite
sugerir que, em quadros de otite externa bilateral canina, cada conduto auditivo externo pode
apresentar uma associagao particular de microrganismos e que, portanto, cada ouvido deve ser
abordado como uma entidade individual quanto aos procedimentos de diagnoéstico e coleta de
material para cultura e testes de susceptibilidade a antimicrobianos. Adicionalmente, ndo foi
encontrada a existéncia de estudos nacionais comparando o perfil de isolamento de
microrganismos em caninos com OE bilateral. Entretanto, para quadros de OM canina
bilateral, Colombini et al. (2000) relataram diferencas nos perfil de isolamento em 52% das
amostras.

Schwarz & Noble (1999), ao abordarem a resisténcia bacteriana a antimicrobianos
usados em medicina veterindria, relataram que em 1997, nos Paises membros da Unido
Européia e na Suica foram utilizadas 3.494 toneladas de agentes antimicrobianos. Desse total,
as tetraciclinas correspondiam a cerca de dois tercos, seguidas por: macrolideos (424 ton),
penicilinas (322 ton), aminoglicosideos (154 ton), sulfonamidas/trimetoprima (75 ton) e
quinolonas (43 ton). A utilizacdo nessa escala de antimicrobianos tem sido responsavel pelo
aumento na pressdo seletiva exercida sobre os agentes bacterianos, os quais tém adquirido
cada vez mais formas alternativas de se proteger contra a acdo de antimicrobianos. Esse fato
pode ser comprovado através dos crescentes percentuais de resisténcia bacteriana frente a
diversos antimicrobianos observados ao longo dos anos.

Em nosso estudo, S. intermedius foi o principal agente bacteriano isolado em
amostras de secre¢do auricular de otopatas. Para esse agente, os antimicrobianos de menor
eficacia foram penicilina G e ampicilina, confirmando os relatos da literatura (Baba et al.,
1981; Bornand, 1992; Leite, 1995; Kiss et al., 1997a; Lilenbaum et al., 2000; Silva, 2001;
Junco & Barrasa, 2002; Hoekstra & Paulton, 2002; Leite, 2003a). A resisténcia aos
antibioticos B-lactdmicos tem sido estudada em cepas de origem animal (Schwarz & Noble,

1999). Os mecanismos de resisténcia a esse grupo de antimicrobianos tém-se mostrado
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semelhantes aqueles descritos para cepas de origem humana, a saber: producdo de f3-
lactamases, mutacdo nas proteinas ligadoras de penicilinas (PBP’s), aquisi¢do de PBP’s com
afinidade reduzida a B-lactdmicos e alteragdes na membrana externa (em Gram-negativos).
Para a espécie S. intermedius, Shimizu et al., (2001), observaram a produgdo de -lactamases
em 46,7% das 90 cepas estudadas.

Elevado percentual de resisténcia a tetraciclina também foi observado nesse estudo
(27,7%). Esse resultado se assemelha aos resultados descritos na literatura (Bornand, 1992;
Leite, 1995; Baba et al., 1981; Shimizu et al., 2001; Junco & Barrasa, 2002). Schwarz &
Noble, 1999 descreveram trés mecanismos de aquisi¢ao de resisténcia a tetraciclina em cepas
de origem animal: efluxo ativo, prote¢do ribossomal ¢ inativagdo enzimatica. Shimizu et al.,
(2001) destacam que a elevada resisténcia a tetraciclina em veterindria reflete seu uso
exagerado, o que ¢ comprovado pela descrigdo de Schwarz & Noble (1999) de que as
tetraciclinas respondem por dois ter¢os de todos os antimicrobianos utilizados na veterinaria
em 1997 na Unido Européia e Suica.

Moderadas taxas de resisténcia foram exibidas por cepas de S. intermedius a
eritromicina (14,5%) e clindamicina (12%). Resultados semelhantes foram descritos na
literatura (Kiss et al., 1997a; Guedeja-Marron et al., 1998; Boerlin et al, 2001). Schwarz &
Noble (1999) descreveram que os mecanismos de resisténcia a macrolideos, lincosaminas e
estreptograminas para cocos Gram-positivos incluem: modificagao do sitio de acao, efluxo
ativo e inativacdo enzimatica. Ao estudar a relagdo genética entre a resisténcia aos
macrolideos e aos aminoglicosideos em cepas de S. intermedius, Boerlin et al., (2001)
observaram que a resisténcia a macrolideos ¢ freqiiente nessa espécie bacteriana e estd
associada a resisténcia a estreptomicina, neomicina, canamicina € a resisténcia constitutiva ou
induzida a clindamicina.

Resisténcia as quinolonas (enrofloxacina e ciprofloxacina) ndo foi observada em
cepas de S. intermedius isoladas nesse estudo. Muitos trabalhos tém demonstrado a eficacia
desses antimicrobianos contra cepas isoladas de amostras de origem canina (Leite, 1995; Kiss
et al., 1997a; Ganiére et al., 2001; Silva, 2001; Shimizu et al., 2001; Junco & Barrasa, 2002;
Hoekstra & Paulton, 2002; Leite, 2003a). Entretanto, Junco & Barrasa (2002) alertam para o
uso indiscriminado de fluoroquinolonas, especialmente a enrofloxacina, que poderia resultar
em aumentos das taxas de resisténcia. Leite (2003a) refor¢a ainda que, por ndo existirem
formulagdes tdpicas comerciais no Brasil a base de quinolonas, deve-se considerar seus
efeitos nefrotoxicos e reservar seu uso aos casos graves de OM. A resisténcia a
fluoroquinolonas ocorre através de modificagdo do sitio alvo e/ou redugdo no actiimulo do

farmaco no compartimento intracelular (Schwarz & Noble, 1999).
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No tocante a oxacilina, foram isoladas apenas duas cepas resistentes (S.
intermedius e S. aureus subsp. aureus). Esse resultado se assemelha ao descrito por
Lilenbaum et al., (2000) os quais observaram 95,4% de susceptibilidade a oxacilina em cepas
de Staphylococcus sp. isoladas de cdes. Percentuais de resisténcia consideravelmente mais
elevados tém sido relatados (Magalhaes et al., 1985; Leite, 1995; Kiss et al., 1997a; Guedeja-
Marron et al., 1998; Leite, 2003a). Essa diferenca provavelmente se deve a metodologia
empregada (ndo utilizagdo do “Agar Screen Plate”), qualidade do disco de antibidtico usado e
nuances regionais relacionadas com a resisténcia local.

Considerando-se a ocorréncia de cepas de Staphylococcus resistentes a oxacilina
na medicina veterindria e sabendo-se que este ¢ o antimicrobiano de escolha no tratamento de
infecgdes estafilococicas graves no ser humano, a possibilidade de aquisi¢do zoonotica de
cepas de Staphylococcus resistente a oxacilina enfatiza uma vez mais a necessidade de
monitoragdo dos perfis de isolamento e susceptibilidade a antimicrobianos na pratica
veterinaria. Nesse estudo ndo foram descritas cepas de Staphylococcus sp. resistentes a
vancomicina. Leite (2003a) afirma que, apesar do espectro de a¢do considerdvel apresentado
por esse antimicrobiano, sua forma de administracdo (parenteral), toxicidade elevada e
elevado custo inviabilizam seu uso na otologia de pequenos animais.

De forma semelhante, as cepas de S. intermedius ndo mostraram resisténcia ao
imipeném. O imipeném é um P-lactdmico pertencente ao grupo dos carbapenens e € resistente
a hidrolise pela maioria das P-lactamases. Tem um amplo espectro de atividade e, na
medicina humana, ¢ utilizado basicamente em hospitais para o tratamento de cepas
multiresistentes. Esse antimicrobiano nao ¢ freqlientemente utilizado em medicina veterinaria,
o que explica a ocorréncia de 100% de susceptibilidade observada nesse estudo.

Antimicrobianos sdo ministrados para o ser humano e animais para fins
terapéuticos e profilaticos nas doencas infecciosas. Eles também sao utilizados em animais
para promogdo de crescimento €, em menor externsao, na agricultura e industria. Segundo
Bogaard & Stobberingh (2000), aproximadamente 50% de todos os agentes antimicrobianos
utilizados nos EUA s3o administrados a animais.

Em animais, assim como no ser humano, o uso de antimicrobianos leva ndo
somente ao aumento da resisténcia em bactérias patogénicas como também naquelas que
constituem a microbiota endogena. Bactérias resistentes que colonizam animais e bactérias
zoondticas podem infectar a populacdo humana niao somente pelo contato direto, mas também
através dos produtos de origem animal. Estas bactérias podem colonizar o0 homem e transferir
seus genes de resisténcia a outras bactérias da microbiota normal. Apesar de ndo se conhecer

claramente em qual extensdo o uso de antimicrobianos em animais contribui para o problema
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da resisténcia na medicina humana, ja existem evidéncias de que estas cepas podem circular
do animal para o ser humano e para o ambiente (Cizman, 2003). Assim, da mesma forma que
ocorre na medicina humana, o uso de antimicrobianos na terapéutica médica veterinaria deve
ser minimizado, usado racionalmente e sempre apds um diagnostico firmemente estabelecido.

Nossos resultados descrevem a variedade de agentes bacterianos e/ou fungicos
associados aos quadros de OE e OM caninas em nosso meio ¢ o perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos das bactérias prevalentes e sugere a necesidade de um diagndstico

firmemente estabelecido para o tratamento racional de otopatias em caes.
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6. CONCLUSOES

A citologia mostrou-se eficiente no auxilio ao diagnostico de quadros de otite externa
canina, mas foi ineficaz no diagnostico de otite média canina;

No ouvido médio higido predominou a auséncia de crescimento microbiano (82%), o
que diferiu significativamente do observado no ouvido médio de otopatas (p <
0,0001);

Cerca de 48% das amostras oriundas de ouvido médio de otopatas foram positivas
para cultura de microrganismos, predominando as infecgdes monomicrobianas. Os
agentes mais freqiientes foram: Estafilococos coagulase-positivos (62,5%), BGNNF
(10%) e Enterobactérias (5%);

Nao se observou isolamento de bactérias anaerdbias estritas no presente estudo;

Nos animais com otite externa predominaram as infec¢des polimicrobianas (97%) e os
agentes mais freqilientes foram: Bacillus sp. (27,1%), M. pachydermatis (23,4%) e S.
intermedius (21,8%);

Comparando-se o perfil de isolamento de amostras oriundas de otite externa e média
associadas, foram observadas diferengas qualitativas e/ou quantitativas em 96,7% das
amostras, sendo que as espécies isoladas no ouvido médio estavam contempladas no
perfil de isolamento do ouvido externo em 56,7% dos casos. Isto sugere que nos
quadros de otite externa onde a otite média estd presente deve-se recorrer a coleta de
material de ambos os sitios anatdmicos para realizagao de cultura e antibiograma;
Embora as mesmas espécies de microrganismos tenham sido as mais frequentes nos
ouvidos direito e esquerdo nos quadros de otite bilateral, observou-se diferenca no
padrdo de associacdo dos microrganismos em 34 dos 50 animals (68%). Esta diferenca
foi significativa (p< 0.05) e revela que, em quadros de otite externa bilateral canina,
cada conduto auditivo externo pode apresentar uma associagdo particular de
microrganismos e que, portanto, cada ouvido deve ser abordado como uma entidade
individual,;

Em otopatas, a espécie S. intermedius mostrou resisténcia intermediaria (inferior a
10%) a maioria dos antimicrobianos testados e altos niveis de resisténcia a: penicilina
(36,1%), ampicilina (27,7%), tetraciclina (27,7%), eritromicina (14,5%) e

clindamicina (12,0%).
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ANEXO |
IDENTIFICAQAO DO ANIMAL & AMOSTRA
Universidade Federal do Ceara

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
SETOR DE MICROBIOLOGIA

Amostra n. Data: / /

Responsavel pela coleta: Hora:

ANIMAL

Raca: SRD () Pastor Alemao ( )  Cocker Spaniel ( ) Poodle ( )  Collie ()
Rottweiler ( ) Beagle () Teckel () Bichon Fris¢é ( ) Dalmata ( )
Fila Brasileiro ( )  Outra ( )

Porte: Pequeno ( ) Meédio () Grande ( )
Sexo:  Masculino () Feminino ( )

Conformacéao Auricular: Pavilhdo auricular ereto ( ) Pavilhdo aur. penduloso ( )

Excesso pélo por¢ao concava () Estenose do canal ( )
EXAME CLINICO
Estado Geral: Caquético ( ) Magro () Regular ( ) Obeso ()
Dermatopatia: Presente ( ) Ausente ()

Breve descrigao:

Sinais: Balangar de cabega () Otalgia ( )  Prurido auricular ( )
Escoriagdes na pina ( ) Alteragdes de equilibrio ( )

EXAME OTOSCOPICO

Ouvido Direito

Obstrugdo canal auricular ~ Sim () Nao ()
Erosdes Sim () Nao ()
Pontos hemorréagicos Sim () Nao ()
Polipos Sim () Nao ()
Corpos estranhos Sim () Nao () Citar
Outros

Membrana timpanica
Integra Sim () Nao ()
Aspecto Opacidade () Espessamento ( ) Outros ()
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Ouvido Esquerdo
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Obstrugdo canal auricular ~ Sim () Nao ()
Erosdes Sim () Nao ()
Pontos hemorrégicos Sim () Nao ()
Polipos Sim () Nao ()
Corpos estranhos Sim () Nao ( ) Citar
Outros
Membrana timpanica
integra Sim () Nao ()
Aspecto Opacidade () Espessamento () Outros ()

Secrecdo Auricular Ouvido Direito

Moderada ( )

Abundante ( )

Amarronzada ( ) Sanguinolenta ( )

Quantidade Escassa ()

Cor Translucida ()
Outra ()

Odor Fétido ( )
Outro ()

Adocicado ()

Secrecado Auricular Ouvido Esquerdo

Escassa( ) Moderada ( )

Abundante ( )

Amarronzada () Sanguinolenta ( )

Quantidade

Cor Translucida ()
Outra ()

Odor Fétido ()

Outro ()

Adocicado ( )




ANEXO II
CITOLOGIA E BACTERIOSCOPIA

Universidade Federal do Ceara
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL

SETOR DE MICROBIOLOGIA
Amostra n. Data:  / /
Responsavel pela coleta: Hora:
Responsavel pela leitura:
Hemécias  Ausentes ( ) Presentes ()
Quant.: raras () ocasionais ( ) freqiientes ( ) numerosas ()
Leucdcitos
Degenerados Sim () Nao ()
Quant.: raras () ocasionais ( ) freqiientes ( ) numerosos ( )
Células
Epiteliais cuboidais Sim () Nao ()
Contagem/campo
Ceratindcitos Sim () Nao ()
Contagem/campo
Bactérias
Cocos
Gram positivo () negativo ()
Arranjo isolados ( ) cadeia () diplococos ( ) tétrade ()
Quant. raras () ocasionais ( ) freqiientes ( ) numerosos ()
Fagocitados Sim ( ) Nao ()
Bastonetes
Gram positivo () negativo ()
Morfol. curtos () longos () retos () fusiformes ( )
Esporos presentes () ausentes ()
tipo
Quant. raros () ocasionais ( ) freqiientes ( ) numerosos ( )
Fagocitados Sim ( ) Nao ()
Fungos
Quant. raras () ocasionais ( ) freqilientes () numerosos ()
Tipo levedura ( ) hifas ()
Quant. levedura 1-10/c () acima 10/c ()
Contagem
Parasitas
Quant. raras () ocasionais ( ) freqiientes ( ) numerosos ( )

Tipo Otodectes cynotis ( ) Demodex canis ( ) Sarcoptes scabiei ( )
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ANEXO 111

Fluxograma n° 01 — IDENTIFICACAO DE ANAEROBIOS ESTRITOS
Coloracaode Gram

Teste Respiratorio = anaerdbio estrito

Cocos Bacilos'Gram-negativos Bacilos Gram-positivos
GSI:)OI‘OS
Gram/Indol SP.S ) (+)
P. acnes Clostridium sp.
Peptostreptococcus sp. Lactobacillus sp.

Eubacterium sp.
Actinomyces sp.

pigmento auséncia pigmento
Porphyro|monas sp.
Puvotella sp.
Crescimento em AVB Bile-esculina (-) Bile-esculina (+)
Fusobacterium sp. Gram (-) Grupo Bacteroides

Bacteroides sp. fragilis
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ANEXO IV

Fluxograma n° 02 — IDENTIFICACAO DE Staphylococcus sp..

Meio Stuart

BHI ASA MacConkey Manitol

Gram, Catalase, Coagulase (Iamina e tubo), Bacitracina, Ornitina descarboxilase, Urease,
Oxidase, Novobiocina, Voges-Proskauer, Polimixina B, Fermenta¢ao de carboidratos (D-
trealose, maltose, lactose, sacarose, manose, rafinose, celobiose, turanose)

Estafilococos Coagulase-positiva

Esp.écie D-trealose Maltose Lactose VP | PolB
S. aureus subsp. aureus + + + +

S. aureus subsp. anaerobius - + - -

S. schleiferi subsp. coagulans - - +/- +

S. hyicus + - + - R
S. intermedius + +/- +/- - S

Estafilococos Coagulase-negativa Resistentes a Novobiocina

Esp.écies VP | ureas maltose sacarose |manose |rafinose |celobios |turanose |oxidase
S.
saprophyticus |+ |+ + + - - - + .
S. cohnii subsp. |+/- |- +/- - +/- - - - _
cohnii
S. cohnii subsp. | +/- |+ + - + - - - -
urealyticum
S. xylosus +/- |+ + + + - - +/- -
S. gallinarum

- + + + + + + + -
S. lentus - - +/- + + + + + +
S. arletae - - + + + + - + -
S. kloosii +/- |+/- +/- + - - - - -
S. equorom - + +/- + + - +/- +/- -
S. vitulus - - - + - - +/- - +
S. pulveri +/- | +/- + + +/- - - - -
S. sciuri - - +/- + +/- - + + +




Estafilococos Coagulase-negativa Sensiveis a Novobiocina

1. Identificagcdo Primaria (IP): maltose, lactose, manose e trealose.
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Esp..ecie maltose lactose | manose | trealose
S. lugdunensis + + + +
S. saccharolyticus - - + -
S. felis - + + +
S. muscae - - - +
S. capitis subsp. capitis - - + -
S. auricularis + - - +
S. schleiferi subsp. schleiferi - + +
- - + -
S. chromogenes + + + +
- + + +
S. caprae + + + +
- + + +
S. caseolyticus + + - +
+ + - -
S. epidermidis + + + -
+ - + -
S. haemolyticus + + - +
+ - - +
S. capitis subsp. ureolyticus + + + -
+ - + -
S. warneri + + - +
+ - - +
S. carnosus - + + +
- + + -
- - + +
- - + -
S. piscifermentans / S. pasteuri + + - +
+ - - +
- + - +
- - - +
S. hominis + - - +
+ + - +
T _ - -
+ + - -
S. simulans + + + +
+ + + -
+ + - +
+ + - -
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2. Identificagdo Secundaria (IS): ribose, frutose, sacarose, manitol, beta-galactosidase, beta-
glicosidase, urease, polimixina B, bacitracina, fosfatase alcalina, produ¢do de acetoina,

crescimento em anaerobiose.

2.1 Resultado de IP: +/+/+/+

Ribose

Beta-galactosidase

Frutose

S. lugdunensis

+

S. chromogenes

+

S. caprae

S. simulans

+/-

2.2 Resultado de IP: -/-/+/-

Sacarose

Beta-galactosidase

D-manitol

S.saccharolyticus

S. capitis subsp. capitis

S. schleiferi subsp. schleiferi

+ -

S. carnosus

+ +

2.3 Resultado de IP: -/+/+/+

Urease

Beta-galactosidase

Polimixina B

S. felis

_|_

+

S. chromogenes

+

S. caprae

+

R
S

S, carnosus

2.4 Resultado de IP: -/-/-/+

Urease

Fosfatase alcalina

S. muscae

S. pasteuri

+

S. piscifermentans

_|_

2.5 Resultado de IP: +/+/+/-

D-manitol

Beta-galactosidase

S. epidermidis

S. capitis subsp. ureolyticus

_|_

S. simulans

+

2.6 Resultado de IP: +/+/-/-

Urease

Crescimento em anaerobiose

S. caseolyticus

S. hominis

S. simulans

2.7 Resultado de IP: +/-/-/-
S. hominis
2.8 Resultado de IP: -/-/+/+

D-manitol

S. schleiferi subsp. schleiferi

S. carnosus




2.9 Resultado de IP: -/+/+/-

S. carnosus

2.10 Resultado de IP; -/+/-/+
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Fosfatase alcalina

S. piscifermentans

—+

S. pasteuri

2.11 Resultado de IP: +/-/-/+

Urease | Prod. acetoina | Fosf. alcalina | Cresc. anaerob
S. auricularis - -
S. haemolitycus - +
S. warneri + + - +
S. piscifermentans + +
S. pasteuri + +/- - +
S. hominis + - -

2.12 Resultado de IP; +/-/+/-

Fosfatase alcalina

S. epidermidis +
S. capitis subsp. ureolitycus -
2.13 Resultado de IP: +/+/-/+

Urease | Cresc. Anaer | Bacitracina | Fosf. alcal | B-glicosidase
S. caseolyticus - S
S. haemolyticus - R
S. warneri + + - + (%)
S. piscifermentans + + + +
S. pasteuri + + - + (%)
S. hominis + -
S. simulans + + +/- -

(*) Produgao de acetoina: S. warneri (+) e S. pasteuri (+/-)
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ANEXO V

Fluxograma n°. 03 — IDENTIFICACAO DE Streptococcus sp.. e Enterococcus sp..

Meio Stuart
Hemolise em ASA

Alfa Beta Nao-hemolitico
S — Optoquina Bacitracina Crescimento NaCl 6,5%
S. pneumoniae — —

S R () )
R - Optoquina | T |
Streptococcus sp. R SxTr R SxTr S SxTr Streptococcus'sp.
(Grupo viridans) | | |

Grupo A Camp +  Grupos C/F/G

Grupo B ‘

Teste aglutinaqﬁJ latex- Lancefield

Enterococcus sp.

pigmento amarelo

T) ()

fermentagdo xilose (-) movel imovel
E. L‘,asseliflavus E. rJnundtii
arabinose (+) arabinose (-)

E. faecium E. faecalis



ANEXO VI

Fluxograma n° 04 — IDENTIFICACAO DE BASTONETES GRAM-NEGATIVOS

Agar MacConkey

Prova OF + Teste Oxidase

Oxidase (-) Oxidase (+) ou (-)
OF para Enterobactérias OF para nao fermentador
Enterobacteriaceae Automacdo — Vitek

TSI, MILI, Citrato Simmons, Uréia, Fenilalanina
Voges-Proskauer, Descarboxilagdo de aminoacidos
(Arginina, lisina e ornitina)
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ANEXO VII

Fluxograma n° 05 — IDENTIFICACAO DE BASTONETES GRAM-POSITIVOS

Agar Sangue

Bacilo Gram-positivos

Catalase (+)

Colopia Rugosa Bacilo irregular
r Pleomorfico

Bacilo extremidade reta
Esp.oros Corynebacterium sp.
Actinomyces sp.
Bacillus sp. Nocardia sp.



ANEXO VIII

Fluxograma n° 06 — IDENTIFICACAO DE FUNGOS LEVEDURIFORMES

Sabouraud simples/S + clo/S + clo + cicloeximida/Dixon

/\

24-48 h levedura 5-30 dias filamentoso

LEVEDURAS

tubo germinativo

| |
(+) )

Candida sp. Micromorfologia em agar fuba T80 (3-6dias)
s0 blastoconideo pseudomicélio micélio verdadeiro
+ blastoconideo + artroconideo

urease (+)inositol (+) Cryptococcus sp.

91

clamidoconideo (+)ou(-) Urease(+)Trichosporum

urease (+)inositol (-) Rhodotorula sp. Candida sp. Urease (-) Geotrichum sp.

urease (-) ascosporo (+) Malassezia sp.
urease(-) ascosporo (-) Candida sp.

Fermentacdo e Assimilacao de Carboidratos
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ANEXO IX

Fluxograma n° 07 — IDENTIFICACAO DE Malassezia sp..

Sabouraud simples/S + clo/S + clo + cicloeximida/Dixon

crescimento Sabouraud

A

(+) (-) e Dixon (+)
Urcase Catalase
I
(+) célula colarete +) (-) M. restrita
M. pachydermatis
(-) Candida sp.
esculina
I
() )
M. sympodialis M. globosa
M. obtusa M. sloofiae
L M. furfu
Tween 80 (7d)
| Tween &0 e Tween 20 (7d)
(+) M. sympodialis T20 (+) T80 (-) M. sloofiae
(-) M. obtusa T20 (+) T80 (+) M. furfur

T20 (-) M. globosa



ANEXO X

Fluxograma n° 08 — IDENTIFICACAO DE FUNGOS FILAMENTOSOS

Sabouraud simples/S + clo/S + clo + cicloeximida

feohialohifomicose dermatoéfito dimorfico
microcultivo (10-20d) reversao 37 C
(30-45d)
macro + micro
morfologia
Microsporum sp. Epidermophyton sp. Trichophyton sp.
microcultivo microcultivo microJultivo
(10-20d) (10-20d) (10-20d)
+
macro + micro macro + micro perfuragdo pélo
morfologia morfologia +
agar fuba 1% glicose
_|_
urease
_|_
agar T1 —T7
_|_

macro + micro
morfologia
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ANEXO XI

OFICIO DE DOACAO DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS PELO CENTRO DE

CONTROLE DE ZOONOSES - FORTALEZA/CE

ol I :fn\
@

Prefeitura Municipal de Fortaleza
Secretaria Municipal de Desenvolvimento Sacial
Secretaria Executiva Regionai il
Centro de Controle de Zoonoses

Oficio N.° 150/03 Fortaleza, 13 de Junho de 2003

Sr. Coordenador,

Comunicamos a V. Sa., que o Centro de Controle de Zoonoses estara sempre a disposi¢io da
Universidade Federal do Ceara para receber seus alunos, para desenvolver seus projetos,
estudos e pesquisas.

Atenciosamente,

~  Evanisa Alves Ventura
Coordenadora do CCZ

Ilmo. Sr.

Dr. Jalio J. C. Sidrin
Coordenador Curso Mestrado
Universidade Federal do Ceara

Av. Senador Fernandes Tévora , 2433 — Autran Nuncs — Telefone 488.3257 FAX 488.3256
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ANEXO XIlI

OFICIO DE APROVACAO NO COMOITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL -
CEPA

Universidade Federal do Ceard
Comissfio de Ftica em Pesquisa Animal — CEPA
Rua: Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodlfo Tesfilo
Cep: 60430-970 Fortaleza-CE
Tel: (85) 288-8338 Fax (85) 288-8333

DECLARACAO

Declaramos que o protocolo para uso de animais em experimentagfio n”
08/03, sobre o projeto intitulado “Microorganismos presentes em otite
média canina resisténcia bacteriana a antimicrobianos”, esta de acordo
com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).

Declaramos ainda que o referido projeto foi aprovado pela Comisséo de
Etica em Pesquisa Animal (CEPA em reunifo realizada em 10 de dezembro de
2003.

Fortaleza. 12 de dezembro de 2003

Profa. Dra. Gisela Costa-Camario
Coordenadora da Comissio de Etica em Pesquisa Animal - CEPA
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* Departamento de Medicina Veterinaria — Universidade Federal de Lavras

ARQUIVO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
ACEITO EM 16/06/2004

COMOUNICACAO

A otite resulta da inflamacao do conduto auditivo e representa 8 - 15% dos casos atendidos na
pratica clinica veterindria no Brasil (Leite, 2000). A otite externa cronica (OEC) corresp.onde
a até 76,7% dos casos de otopatias em caninos (Farias, 2002). Segundo Leite (2000) a génese
da OEC inclui fatores primdarios (causais), predisp.onentes ¢ perpetuantes. Nesse contexto, a
infeccao bacteriana e/ou fungica age como fator perpetuante da otite externa (OE) canina. Em
cerca de 30% dos casos de otite canina, mais de um microrganismo tem sido isolado (Muller
et al., 1985). Tém sido realizados varios estudos enfocando o isolamento de microrganismos a
partir de meato acustico de caninos sadios (Junco & Barrasa, 2002) e otopatas (Nobre et al.,
2001). Sabe-se que a microbiota normal do conduto auditivo externo canino, constituida por
Staphylococcus sp., Bacillus sp. e Malassezia pachydermatis, altera-se em otopatas (August,
1993). No cdo otopata, o Staphylococcus intermedius ¢ uma das principais bactérias isoladas
(Cole et al., 1998; Lilenbaum et al., 2000). Varias esp.€cies de enterobactérias foram isoladas,
a partir de amostras de exsudato Otico de caninos otopatas, com variados padrdes de
resisténcia a antimicrobianos (Nobre et al., 2001). Dentre os bacilos Gram-negativos nao
fermentadores (BGNNF), as diferentes esp.écies de Pseudomonas sao as mais freqlientemente
isoladas na OEC (Nobre et al., 2001; Ginel et al., 2002), destacando-se a esp.écie
Pseudomonas aeruginosa. Os perfis de isolamento ¢ sensibilidade a antimicrobianos dos
agentes bacterianos associados com OE canina mostram modificagdes sazonais e regionais,
sendo que, no Brasil, os dados disp.oniveis sdo oriundos da regido Sudeste (Silva, 2001) e Sul
(Nobre et al., 2001). Considerando a escassez de dados concernentes a OE canina na regiao
Nordeste do Pais, objetivou-se realizar um estudo retrosp.ectivo sobre o perfil de isolamento ¢
susceptibilidade a antimicrobianos de bactérias isoladas de amostras de exsudato otico de

caninos otopatas na cidade de Fortaleza — Ceara.

" Autor para correspondéncia: OLIVEIRA, L.C.
Rua Joaquim Torres, 941 — Joaquim Tavora Fortaleza / Ceara  60.135-130
E-mail: lisveterinaria@yahoo.com.br Fax: (85) 264.10.75 Fone: (85) 264.47.03
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Durante o periodo de Janeiro de 2000 a Julho de 2003, foram recebidas em um laboratério
privado de referéncia na cidade' amostras de exsudato otico de 305 cées de diversas ragas e
idades apresentando sintomatologia compativel com otite externa. Foi realizada a colheita do
material do meato actstico afetado com auxilio de duas zaragatoas estéreis, sendo a primeira
destinada a cultura e ao antibiograma e a segunda a confeccdo de esfregacos para
bacterioscopia e citologia. Os esfregacos foram corados pelos métodos de Gram e Giemsa. O
material colhido foi semeado em caldo cérebro-coragao, agar sangue, agar MacConkey e agar
manitol e incubado por 24-48h a 37°C. As bactérias foram identificadas segundo Murray et al.
(2000) através de provas bioquimicas. A identificagdo de bacilos Gram-negativos foi feita
com auxilio do sistema comercial de identificagdo Bactray®2. Para realizagdo dos testes de
sensibilidade utilizou-se de método de referéncia de difusdo em agar (NCCLS, 1997) ¢ os
antibioticos testados sdo referidos na tabela 2. Do total de 305 amostras, 279 (91,5%) foram
positivas para cultura bacteriana. Dentre as 35 ragas descritas, as mais freqilientes, por ordem
decrescente, foram: Poodle (33,3%), Cocker Sp.aniel Inglés (14,7%) e Pastor Alemao
(12,9%), o que esta de acordo com os relatos de Leite (2000) e Nobre et al. (2001). A faixa
etaria mais acometida foi de até quatro anos (48,4%) e ndo houve influéncia do sexo sobre a
incidéncia de OE, semelhante aos relatos de Leite (2000). A ocorréncia de infec¢do
polimicrobiana foi observada em 49,5% dos casos. Resultados semelhantes foram descritos
por Breitweiser (1997). Staphylococcus coagulase-positiva (SCP) foi o agente isolado com
maior freqiiéncia (P=0,0001), ndo apresentando diferenca significativa entre infeccdo mono e
polimicrobiana (P=0,5522). O segundo agente mais isolado foi Pseudomonas aeruginosa,
mais freqiiente em infecgdes poli que monomicrobianas (P=0,0000). Staphylococcus
coagulase-negativa (SCN) foi o agente isolado com menor freqiiéncia (P=0,0006), sendo
observado predominantemente em infecgdes polimicrobianas (P=0,0759). Estes resultados
assemelham-se aqueles descritos por Nobre et al. (2001) e Silva (2001) em outros Estados do
Brasil e também em outros Paises (Kiss et al., 1997). Os melhores resultados para SCN
evidenciados no antibiograma foram aqueles utilizando-se: quinolonas, netilmicina (dentre os
aminoglicosideos) e beta-lactamicos (com exce¢ao de ampicilina, penicilina e oxacilina),
todavia sem diferenca significativa entre eles (P>0,2914). Para SCP, os melhores resultados
foram obtidos com: cefoxitina, amoxicilina-acido clavulanico, imipenem, netilmicina e
cefotaxima. Estes resultados de susceptibilidade foram semelhantes a outros relatos na
literatura para: penicilina G (Silva, 2001), ampicilina (Lilenbaum et al., 2000), amoxicilina-
acido clavulanico/ imipenem/ quinolonas (Junco & Barrasa, 2002) e cefalosp.orinas (Guedeja-

Marrom et al., 1998).
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direcionaao e ericaz e prevenir a aisseminagao de pacterias muitirresistentes.
Palavras-chave: Susceptibilidade, antimicrobianos, otite externa canina

ABSTRACT

This paper reports the occurrence of canine externa otitis in Fortaleza-Ceara. About 91.5% of
the animals with clinical signs were positive to bacterial culture. Among all infections, 49.5%
were polimicrobial and the most common pathogens included Staphylococcus sp.p and
Pseudomonas aeruginosa. The most effective antimicrobials for these microorganisms were

cephalosp.horins, quinolones, -lactams and quinolones, aminoglycosides, resp.ectively.

Keywords: Susceptibility, antimicrobials, otitis externa, dog
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Tabela 1. Agentes bacterianos isolados em amostras de exsudato Otico de cdes otopatas no

periodo de Jan/2000 a Jul/2003 na cidade de Fortaleza/Ceara.

Agente isolado n
Staphylococcus sp. coagulase-positiva (SCP) 181
Infec¢do monomicrobiana 86
Infec¢do polimicrobiana
SCP + P. aeruginosa 47
SCP + E. coli 9
SCP + outros 39
Pseudomonas aeruginosa 111
Infec¢do monomicrobiana 29
Infec¢do polimicrobiana
P. aeruginosa + SCP 47
P. aeruginosa + SCN 11
P. aeruginosa + outros 24
Staphylococcus sp. coagulase-negativa (SCN) 54
Infec¢do monomicrobiana 20
Infec¢ao polimicrobiana
SCN + P. aeruginosa 11
SCN + P. mirabilis 6
SCN + outros 17
Outros agentes bacterianos 97
Infeccdo monomicrobiana 6
Infec¢do polimicrobiana 91
TOTAL 443

i) cepacia, P. putida, K. ozaenae, Streptococcus sp.p, S. rubidae, P. ruttgeri, Corynebacterium sp.,

E. aerogenes e C. freundii
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Tabela 2. Percentual de susceptibilidade a antimicrobianos dos principais agentes bacterianos
isolados de exsudato 6tico de caninos otopatas no periodo de Jan/2000 a Jul/2003 na cidade
de Fortaleza — Ceara.

/  Agente Staphylococcus sp.  Staphylococcus sp.  Pseudomonas
Antimicrobiano/ coagulase-negativa  coagulase-positiva aeruginosa

Aminoglicosideos

Amicacina 77,8 70,6 59,7
Gentamicina 84,3 72,4 53,3
Neomicina 74,0 50,6 19,2
Netilmicina 93,6 92,1 70,2
Tobramicina 85,4 78,8 85,9
Beta-lactamicos

Amox. + acido clavulanico 100,0 98.3 2,7
Ampicilina 62,3 20,4 1,1
Oxacilina 66,7 66,7 10,0
Penicilina 31,0 8,6 0
Imipeném 95,8 96,7 9,1
Cefalexina 91,8 74,6 1,0
Cefoxitina 100,0 100,0 50,0
Cefotaxima 100,0 88,9 24.4
Cefoperazona 100,0 62,9 26,7
Quinolonas

Ciprofloxacina 95,9 87,1 97,1
Enrofloxacina 93,2 87,1 73,3
Outros

Cloranfenicol 80,0 74,4 5,4
Tetraciclina 76,5 34,5 1,6
Polimixina B 62,5 33,3 67,6
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VETERINARY MICROBIOLOGY
ENVIADO EM 06/10/2004

Abstract

Otitis externa (OE) is the most common disease of the ear canal in dogs with
multifactorial etiology. The aim of this study was to compare the isolation and antimicrobial
susceptibility patterns from samples collected from both ears in bilateral canine OE. A total
of fifty dogs with bilateral otitis externa were studied over a 10-month period. The exsudates
of both external ears were obtained using sterile swabs and microorganisms were isolated
according to standard microbiological techniques. Antimicrobial susceptibility testing of S.
intermedius was done by agar diffusion method. There was bacterial and/or fungal growth in
all of the samples. These were all polimicrobial infections. Anaerobic bacteria were not
isolated in any sample. The most common microorganisms isolated were Bacillus sp., S.

intermedius and M. pachydermatis. Some difference was observed in the isolation pattern

between right and left ears in 34 of the 50 animals (68%). This difference was considered
statistically significant (P<0.05). High resistance rates of S intermedius strains to penicillin G,
ampicillin, erythromycin, tetracycline and clindamycin were found.

Keywords : otitis externa, microbial flora, antimicrobial susceptibility patterns

1. Introduction

Otitis externa (OE) is the most common disease of the ear canal in dogs with

multifactorial etiology, whose primary causes include ectoparasitoses, allergic diseases,
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dermatological problems, endocrine disorders and foreign bodies (August, 1993). Fraser

(1965) reported that one in eight dogs attending the clinics was clinically affected by otitis.

* Corresponding author. Present address: Rua Joaquim Torres, 941, Joaquim Tavora; CEP

60-135-130, Fortaleza, Cear4, Brazil. Fax.: +55-85-264-1075. Tel.: +55-85-264-4703

F-mail address’ licveterinaria@vahon com he (T C Oliveira) rmatis
and S. intermedius (Kiss et al, 1997), although many other sp.ecies have been described.

Desp.ite advances in therapeutic approach, canine OE remains, in many cases,
refractory. Treatment is difficult due to the complexity of the etiological agents and
emergence of drug resistance among the microorganisms involved.

Many studies have described the isolation and antimicrobial susceptibility profiles
in canine OE. Some of them use samples collected from only one ear per animal (Baba et al.,
1981; Lilenbaum et al., 2000; Magalhaes et al., 1985) and others use samples collected from
one or both ears and consider them different samples (Barrasa et al, 2000).

In the veterinary clinic, when a dog has a bilateral OE a sample is taken from the
most affected ear for microbiological evaluation and the results are used to treat both ears.
However, no study concerning canine OE has evaluated the similarity between the isolation
and antimicrobial susceptibility patterns from both ears in bilateral canine OE.

Thus, the aim of this study was to compare the isolation patterns from samples
collected from both ears in bilateral canine OE and to study the antimicrobial susceptibility

pattern of the prevalent strains.

2. Material and methods

2.1 Animals Selection

Over a period of 10 months (2003), 50 dogs with bilateral OE were studied. The dogs
studied were the ones taken from the streets and sent to the Zoonoses Control Center of
Fortaleza City / Ceara State — Brazil in order to be sacrificed. All animals showed clinical
signs of bilateral otitis externa. The day before the animals were sacrificed, they were
examined and included in the study. The criteria for inclusion were: clinical signs of otitis
externa (lesions on the ear, pain, balance alterations, itch) and abnormal otoscopy
(hemorrhagic lesions, ulceration of the tegument, presence of foreign bodies, erythema,
parcial or total obstruction, otorrhaeae and alteration of the morphology of the timpanic

membrane).

2.2 Microbiological procedures
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Immediately after the dogs were sacrificed, the exsudates of the both external ears

were obtained using sterile swabs. A total of one hundred clinical sp.ecimens were collected.
The samples were used for cytological examination, culture and susceptibility testing.
Bacteriological and fungal studies were performed in the microbiology laboratory of the
Federal University of Ceara. Total transfer time to the laboratory was not longer than two
hours. For aerobic and facultative strains the sp.ecimens were inoculated into Columbia agar
plates supplemented with 5% sheep blood, mannitol salt agar, MacConkey agar and Brain
Heart Infusion broth (BHI). The cultures were incubated at 35/37°C for 24/48h. The sample
obtained for anaerobic culture was inoculated into Brain Heart Infusion agar - supplemented
with 5% sheep blood, hemine (5pg/ml) and menadione (Ipug/ml) - and Bacteroides Bile
Esculin agar. The cultures were incubated at 35/37/C in anaerobiosis. The anaerobic
environment was obtained using a commercially available gas generator envelope for
anaerobiosis (PROBAC). The microorganisms isolated were identified by routine biochemical
methods. For fungal isolation, the samples were inoculated into Sabouraud glucose agar
(SGA), SGA supplemented with 0,05% chloramphenicol, SGA supplemented with 0,05%
chloramphenicol and 0,05% cycloheximide and Dixon agar and kept at room temperature for
15 days. Bacterial sp.ecies were identified on the basis of morphology colonies, Gram stain,
pigment production, haemolysis on 5% sheep blood agar and biochemical reactions (Murray
et al., 2002). Fungal isolates were identified based on morphology colonies, growth on SGA,

microscopic features and biochemical reactions (Sidrim and Moreira, 1999).

2.3 Susceptibility testing

Antimicrobial susceptibility testing of S. intermedius was done by the agar diffusion
method as described by the National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS/19977). Quality control was done by Staphylococcus aureus ATCC 25923

(American Type Culture Collection). The antimicrobials agents tested were: amikacin,
ampicillin, kanamycin, cefalotin, cefoxitin, ciprofloxacin, clindamycin, chloramphenicol,
enrofloxacin, erythromycin, gentamicin, imipenem, neomycin, oxacillin, penicillin G,
polymyxin B, thrimethropim/sulfamethoxazol, ticarcillin, tobramycin, tetracycline and

vancomycin.

2.4. Cytological evaluation
Sp.ecimens for cytological evaluation were obtained from the vertical canal using
sterile swabs. The identification of cells and microorganisms was done by Giemsa and Gram

staining. The slides were scanned at low power to locate the most significant areas. Once they
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were located, ten selected fields were evaluated for: number of keratinocytes and cubic cells,

number of yeast cells and presence of bacteria, erythrocytes and inflammatory cells.

2.5. Statistical analysis
The Hypothesis test for parameters p binomial distribution was used to investigate
significant differences between the isolation profile from the left and right ears of the same

animals. Differences were considered significant at P < 0,05.

3. Results

3.1 Clinical Information

A total of 50 dogs and 100 clinical sp.ecimens from bilateral otitis externa were
studied. The age, duration of the otitis externa and the breed of the animals were not analyzed
since the animals had been abandoned and didn’t have a history. The most frequent clinical
signs were: presence of lesions on the pinna (72%), hemorrhagic lesions (87%), ulceration of
the tegument (80%) and the presence of foreign bodies (43%). The otoscopy showed rupture

of the timpanic membrane in 18% of the dogs.

3.2 Cytological evaluation

In both ears the cytological evaluation showed alterations that confirmed the clinical
diagnosis, such as: presence of erythrocytes (21%), inflammatory cells (73%) and cubic cells
(75%). A number smaller than 10 keratinocytes / field in 53% of the samples and a number

greater than 06 yeast cells / field in 62% of the samples were seen.

3.3. Isolation profiles
There was bacterial and/or fungal growth in all samples. The most frequent agents

isolated were Bacillus sp., S. intermedius and M. pachydermatis, as seen in table 1.

All the infections were polimicrobial with two to five microorganisms associated. The

most frequent associations observed were: Bacillus sp. + S. intermedius + M. pachydermatis

(32%), S. intermedius + Bacillus sp. (13%) and S. intermedius + M. pachydermatis (17%).

Although the same sp.ecies of microorganisms had been the most frequent in both ears, some
difference was observed in the association pattern between the right and left ears in 34 of the
50 animals (68%). This difference was considered statistically significant (P< 0.05).

Anaerobic culture was negative for all the samples studied.
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3.4 Susceptibility testing

Antimicrobial resistance to at least one antimicrobial agent was detected in 56% of the
S. intermedius strains and multidrug resistance (i.e > two antimicrobial agents) was observed
in 45% of all isolates. The less effective antimicrobial agents were penicillin G, ampicillin,

erythromycin, tetracycline and clindamycin (table 2).

4. Discussion

As far as the writers are aware, this is the first study in Brazil to compare the isolation
pattern from both ears in bilateral canine OE. The results showed differences in the isolation
pattern in 68% of the animals studied. This difference was statistically significant (P<0.05).
These results are very important to the therapeutic approach and suggest that, in bilateral
canine OE, each ear should be cultured individually, like different units. This procedure
should help to resolve the refractory cases of chronic canine OE.

The most frequent agents isolated were Bacillus sp., Staphylococcus intermedius and

Malassezia pachydermatis. Many studies have described the presence of these

microorganisms as components of the normal microbiota of the canine ear and have shown
their association with canine OE (August, 1993; Junco and Barrasa, 2002; Kiss et al, 1997;
Lilenbaum et al., 2000; Nobre et al, 2001; Yoshida et al, 2002). Although some studies have
considered coagulase-negative Staphylococci to be the main bacterial agent in canine OE
(Lilenbaum et al., 2000), in the present study S. intermedius was the most frequent sp.ecies
isolated (73% of the samples). These results are similar to others described in the literature
(August, 1993; Cole et al., 1998; Nobre et al., 2001; Hoekstra and Paulton, 2002).

There has been increasing interest in S. intermedius in dogs. Studies have described
colonization of new-born puppies with S. intermedius strains a few hours after birth (Allaker
et al., 1992). It has been demonstrated at both molecular and immunological levels that the S.
intermedius virulent strains possess a substantial enterotoxigenic potential, (Becker et al.,
2001) and that these sp.ecies produce toxins with superantigenic properties (Hendricks et al.,
2002). These findings become more important when considering the evident zoonotic
potential of this sp.ecies as described in the literature (Talan et al., 1989; Vandenesch et al.,
1995; Terauchi et al., 2003).

M. pachydermatis is a common component of the microbiota of the domestic

carnivore’s skin and is also isolated in otitis externa. The pathogenicity of M. pachydermatis
was confirmed through experimental inoculation of dogs with healthy auditory tubes

Mansfield et al., 1990). In this study M. pachydermatis was isolated in 73% of the samples.
y p
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These results are similar to those described by Nobre et al, 2001 (76.5%) and Cresp.o et al.,
2000 (68.4%) but different from those shown by Masuda et al, 2000 (55%). During the past
decade, Malassezia sp.ecies have also emerged as increasingly important pathogens in
neonates in intensive care nurseries (Larocco et al., 1988; Chang et al., 1998).

There have been many studies on the in vitro effect of antimicrobial agents against S.
intermedius strains isolated from dogs. These studies are of great importance in the selective
use of chemotherapeutics. In this study, high resistance rates to penicillin G, ampicillin,
erythromycin, tetracycline and clindamycin were detected.

A expected, a high level of resistance to penicillin (65.7%) and ampicillin (71.4%) was

observed, because of P-lactamases produced by S. intermedius. These data showed a
susceptibility rate similar to that described by Kiss et al (1997), Cole et al. (1998) and
Lilenbaum et al. (2000), However the results showed a lower resistance than that related by
Baba et al (1981), Magalhdes et al. (1985), Bornand (1992) and Boerlin et al. (2001).
Geographic variations may account for these differences in the resistance rates.

The increasing resistance of Staphylococci strains to tetracyclines may be a reflection
of the excessive use of this drug in veterinary medicine, esp.ecially for dermatological
diseases. 25% of the Staphylococci strains were found to be resistant to tetracycline, result
that agrees with Kiss et al. (1997), Guedeja-Marron et al. (1998) and Shymizu et al. (2001).
These data showed lower resistance rates than those reported by Cole et al., 1998; Lilenbaum
et al., 2000; Boerlin et al., 2001; Hoekstra & Paulton, 2002.

Macrolides are widely used in veterinary medicine for the treatment of bacterial

infections, including S. intermedius resistant to penicillins and in patients allergic to -

lactams. It was seen that about 25% of Staphylococci were resistant to erythromycin and
clindamycin. These results are similar to those obtained by other authors (Kiss et al., 1997;
Boerlin et al., 2001), but differ from the ones reported by Baba et al. (1981) and Magalhaes et
al. (1985), of which susceptibility rates were greater. This discrepancy may be due to regional
differences in the use of antimicrobial agents.

This study emphasizes the need for bacterial culture with sp.ecies identification and
susceptibility testing in order to choose appropriate antimicrobial agents and to improve the
clinical therapeutic approach for canine otitis externa.
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Table 1. Frequency of agents isolated from bilateral canine otitis externa.

Isolate n % of the agents % of the samples
Bacillus sp. 85 29.72 85
Malassezia pachydermatis 73 25.52 73
Staphylococcus intermedius 70 24.48 70
Staphylococcus aureus subsp. aureus 11 3.84 11
Proteus mirabilis 7 2.45 7
Klebsiella pneumoniae 5 1.75 5
Staphylococcus hyicus 5 1.75 5
Staphylococcus aureus subsp. anaerobius 4 1.40 4
Pseudomonas aeruginosa 3 1.05 3
Candida albicans 3 1.05 3
Others 20 6.99 20
Total 286 100 -

Others: S. schleiferi subsp._coagulans, coagulase-positive and coagulase-negative Staphylococci, E.
coli, Enterobacter sp., S. maltophila, Streptococcus sp., C. tropicalis, C. parapsilosis, Asp.ergillus sp.

Table 2: Antimicrobial resistance of S. intermedius (n=70) isolated from bilateral canine OE.

Antimicrobial Agent Resistant (%)
Penicillin G 343
Ampicillin 28.6
Erytromycin 27.1
Tetracycline 28.6
Clindamycin 15.7
Thrimethropim/sulfamethoxazol 5.71

Chloramphenicol 4.29
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