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Resumo

A otite externa canina ¢ uma doenca comum e recorrente em caes domésticos. Embora nao seja
uma ameaca a vida do animal pode resultar no uso excessivo de antibioticos, aumento da resisténcia
bacteriana e redu¢do das opcdes de tratamento. Este estudo teve como objetivo determinar: as
principais caracteristicas (idade, raca e género) de caes afetados por otite externa; as bactérias mais
frequentemente identificadas como associadas a enfermidade e seus perfis de resisténcia. Um total
de 221 isolados bacterianos foi identificado por caracteristicas morfotintoriais e testes bioquimicos,
e posteriormente testado contra 11 antibidticos. Entre os 148 caes com diagnostico de otite externa,
51,4% (76/148) eram machos e 48,6% (72/148) fémeas. Os casos foram detectados principalmente
em caes com idade acima de 7 anos (54,7%; 81/148). Entre as ragas examinadas, poodles foram os
mais acometidos (14,84%; 22/148). As bactérias mais encontradas foram: Staphylococcus coagulase
negativa (StCN), 33,9% (75/221), Staphylococcus coagulase positiva (StCP), 19% (42/221), Proteus
spp-, 17,2% (38/221) e Pseudomonas aeruginosa, 9,5% (21/221) Resisténcia simultinea a mais de
trés classes de antimicrobianos foi mais frequentemente detectada em P. aeruginosa (61,9%; 13/21)
e Proteus spp (39,47%; 15/38). Segundo os dados obtidos neste estudo, os antibidticos com maior
capacidade de inibi¢do do crescimento bacteriano in vitro foram tobramicina e ciprofloxacina.

Palavras-chave: antimicrobiano; infeccao bacteriana; caes; orelhas; resisténcia.

Abstract

Canine otitis externa is a common and recurrent disease in domestic dogs. Although not being life
threatening, it can result in the overuse of antibiotics, increased bacterial resistance and reduction
of options for treatment. This study aimed to determine: the principal characteristics (age, race, and
gender) of dogs affected by otitis externa; the most frequently bacteria identified as being associated
with it and their antimicrobial resistance profiles. A total of 221 bacterial isolates were identified by
morphological staining and biochemical processes and tested against eleven antibiotics. Among the
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148 dogs diagnosed with otitis externa, 51.4% (76/148) were males and 48.6% (72/148) females.
The cases were detected mainly in dogs with age above 7 years (54.7%; 81/148. Among the races
examined, poodles were the most numerous (14.84%; 22/148). The most common bacteria found were:
coagulase-negative Staphylococcus (StCN), 33.9% (75/221); coagulase-positive Staphylococcus
(StCP), 19% (42/221); Proteus spp., 17.2% (38/221) and Pseudomonas aeruginosa, 9.5% (21/221).
Simultaneous resistance to more than three classes of antimicrobials were most frequently detected in
P. aeruginosa (61.9%; 13/21) and Proteus spp (39.47%; 15/38). According to data obtained from this
study, two veterinary medications found to be most effective for topical treatment were tobramycin
and ciprofloxacin.

Keywords: antimicrobial; bacterial infection; dogs; ear; resistance.
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Introducao

A otite recorrente representa um problema frequente em caes atendidos em centros veterinarios'”, o que
resulta em uso excessivo de antibioticos. Os sinais clinicos sao decorrentes da inflamagao auricular e
podem estar associados a um processo patoldgico complexo, incluindo uma combinagao entre causas
primarias (dermatite atdpica, corpos estranhos), predisponentes (anormalidades conformacionais,
excesso de pelos no canal auditivo) e perpetuadoras (bactérias e fungos)®.

Os laboratérios de microbiologia devem realizar, periddica e sistematicamente, a identificacao
etiologica e testes de sensibilidade aos antimicrobianos para auxiliar na adequagdo do tratamento e
acompanhar o perfil epidemioldgico dos isolados bacterianos®. Staphylococcus coagulase positiva
(StCP) e Pseudomonas aeruginosa sao bactérias frequentemente isoladas em situagdes de otite
externa canina®.

O tratamento dessa patologia ¢ baseado na utilizagdo de antibidticos, entre eles os aminoglicosideos,
as quinolonas, a associa¢do amoxicilina/clavulanato e as cefalosporinas; entretanto, o uso incorreto
e/ou prolongado desses farmacos pode selecionar bactérias resistentes aos antimicrobianos®. A
baixa eficicia do tratamento para otites, frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, foi
descrita para eritromicina, penicilina, neomicina e sulfas®”,enquanto os farmacos ciprofloxacina e
tobramicina apresentaram maior capacidade de inibigdo do crescimento bacteriano®. Os objetivos
deste estudo retrospectivo foram determinar as principais caracteristicas (raga, faixa etaria e sexo)
dos caes acometidos por otite externa, caracterizar as bactérias frequentemente isoladas e descrever o
perfil de resisténcia antimicrobiana dos isolados bacterianos diagnosticados.

Material e métodos

Foi realizado um estudo observacional e descritivo com o uso de dados clinicos e microbiologicos
de caes atendidos no Hospital Veterinario de Uberaba (HVU), Uberaba, Minas Gerais, Brasil, no
periodo entre 2009 e 2013. Os critérios para inclusao foram: (i) diagndstico clinico de otite externa;
(1) identificacdo bacteriana; (iii) teste de susceptibilidades aos antimicrobianos e (iv) no minimo 15
dias sem antibioticoterapia antes da coleta do material. Como sinais clinicos de otite externa foram
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considerados: (i) presenca de secrecdo na orelha; (i) odor desagradavel; (iii) hiperemia do canal
auditivo e (iv) dor a palpacdo. Em 93 caes colheu-se amostras bilaterais separadamente, enquanto em
55 animais apenas uma amostra foi colhida, totalizando 148 caes e 241 condutos auditivos amostrados.

As amostras de secre¢do auricular foram coletadas através de swabs estéreis, apos limpeza do excesso
de secrecdo do pavilhdo auricular com alcool 70%. Amostras de otite bilateral foram colhidas e
cultivadas separadamente. O tempo transcorrido entre a colheita e o cultivo foi igual ou inferior a 30
minutos. As amostras foram cultivadas em Agar Sangue (Ox0id®) e MacConkey (Difco®), através
de incubagdo em aerobiose a 37 °C, por 24 a 72 horas. As placas com crescimento bacteriano tiveram
suas coldnias identificadas pelas suas caracteristicas morfologicas, tintoriais e bioquimicas®.

O Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos (TSA) foi realizado conforme o método Kirby-
Bauer de difusdo em disco, em Agar Mueller Hinton (Difco®), com interpretagdo dos resultados de
acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute®. O padrdo intermediario de susceptibilidade
foi classificado como resistente. Foram testados os seguintes antibidticos: amicacina (30ug);
ampicilina (10pg); azitromicina (15ug); amoxicilina/acido clavulanico (30pg); cefalexina (30pug);
ceftiofur (30png); ciprofloxacina (5ug); enrofloxacina (5pg); gentamicina (10pg); neomicina (30ug) e
tobramicina (10pg). Cepas de Staphylococcus aureus (ATCC: 25923); Escherichia coli (ATCC: 25922)
e Pseudomonas aeruginosa (ATCC: 27853) foram empregadas como controle. A multirresisténcia foi
considerada quando o isolado bacteriano apresentou resisténcia, de maneira combinada, a trés ou
mais classes distintas de antibioticos”.

Resultados

No total, 148 caes foram identificados com sinais clinicos de otite externa, no periodo de 2009 a 2013.
Entre esses animais 51,4% (76/148) eram machos e 48,6% (72/148) eram fémeas. Os casos de otite
externa foram detectados principalmente nos cdes com idade igual ou superior a sete anos (54,7%;
81/148). Verificou-se o predominio das ragas definidas (68,8%; 102/148) e menor nimero de animais
sem raca definida (31,2%; 46/148). Caes da raca poodle (14,84%; 22/148), seguidos por Cocker
Spaniel (12,15%; 18/148) e Shit Zu (11/148; 7,4%) foram os mais acometidos (Figura 1).

Verificou-se o crescimento de microrganismos em 87,1% (210/241) das amostras, enquanto em
12,9% (31/241) nao houve desenvolvimento de nenhuma coldnia. Entre as placas com crescimento,
73,8% (155/210) apresentaram um unico tipo de coldnia de bactérias e em 15,7% (33/210) dois
tipos visualmente diferentes, totalizando 221 bactérias isoladas. O desenvolvimento de leveduras
sugestivas de Malassezia spp. ocorreu em 10,5% (22/210) dos cultivos em Agar Sangue, como tnica
cultura.

Houve o predominio de bactérias Gram-positivas (65,6%; 145/221), sendo Staphylococcus coagulase
negativa (StCN) e Staphylococcus coagulase positiva (StCP) as mais frequentes. Proteus spp. €
Pseudomonas aeruginosa foram as bactérias Gram-negativas predominantes. Outras bactérias de
menor ocorréncia também foram isoladas (Tabela 1).
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Figura 1. Caracterizacdo de 148 cdes com diagndstico de otite externa de acordo com (A) idade; (B)

sexo e (C) racas, Uberaba, Minas Gerais, Brasil.

Tabela 1. Descrigdo da porcentagem de identificagdo de 221 bactérias obtidas de cdes com otite
externa atendidos em Uberaba, Minas Gerais, Brasil

Géneros

%(n)

Bactérias Gram-Positivas

StCN

StCP
Corynebacterium spp.
Streptococcus spp.
Enterococcus spp

Bactérias Gram-Negativas

Proteus spp.

Pseudomonas aeruginosa

Enterobacter spp.
Escherichia coli
Kliebsiella spp.

51,7 (75/145)
29.0 (42/145)
7.6 (11/145)
6.9 (10/145)
4,8 (7/145)

50,0 (38/76)

27.6 (21/76)
10,5 (8/76)
6.6 (5/76)
5,3 (4/76)

StCN (Staphylococcus coagulase negativa); StCP (Stap/ylococcus coagulase positiva)

Cienc. anim. bras., Goiania, v.20, 1-9, e-52164, 2019



Eficacia de tobramicina e ciprofloxacina contra isolados bacterianos de otite canina externa... 5

As coldnias de StCN e StCP apresentaram menores porcentagens de resisténcia aos antibioticos
amicacina, ceftiofur e a associacdo amoxicilina/clavulanato (Tabela 2). Proteus spp. e P. aeruginosa
demonstraram elevada porcentagem de colonias resistentes para neomicina, cefalexina e azitromicina.
A porcentagem de coldnias resistentes para gentamicina foi semelhante entre os quatro géneros de
bactérias (Tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de resisténcia contra os antimicrobianos, in vitro, dos 1solados bacterianos de
maior ocorréncia em cdes com otite externa atendidos em Uberaba, Minas Gerais, Brasil

% de colonias resistentes

Antibiéticos Proteus spp. Pseudafnonas SICN StCP
aeruginosa

Aminoglicosideos

Amicacina 16 19 3 0

Gentamicina 29 29 35 32

Neomicina 69 92 26 25

Tobramicina 33 0 29 0

Cefalosporinas

Cefalexina 81 82 16 10

Ceftiofur 28 79 9 6

Macrolideos

Azitromicina 92 58 39 21

Penicilinas

Amoxicilina/clavulanato 50 94 3 0

Ampicilina 53 100 46 68

Quinolonas

Ciprofloxacina 8 0 23 5

Enrofloxacina 34 80 36 40

StCN: Staphviococcus coagulase negativa; StCP: Staphylococcus coagulase positiva

Entre as coldnias de P. aeruginosa, 61,9% apresentaram resisténcia simultanea a mais de trés classes
de antimicrobianos, enquanto que Proteus spp. revelaram 39,47% de suas colonias com esse mesmo
perfil (Tabela 3).
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Tabela 3. Porcentagem de resisténcia antimicrobiana, in vifro, contra trés ou mais classes de
antibidticos, dos 1solados bacterianos de maior ocorréncia em cides com otite externa atendidos em
Uberaba, Minas Gerais, Brasil

Pseud
Bactérias Proteus spp. :Z:u;::j::s StCN StCP
0/ o‘j.f ‘}"
Yo(n) %(n) o(n) o(n)
61,9% 16.66%
e . % (15/3 . % (25/75 !
Multirresisténcia 39,47% (15/38) (1321) 33,33% (25/75) 42

StCN (Staphylococcus coagulase negativa); StCP (Staphylococcus coagulase positiva)

Discussao

A caracterizagdo da populag@o canina deste estudo revelou concordancia com outros autores, em relagao
as ragas caninas mais frequentes com otite externa (OE)*!D.Outro aspecto, o sexo dos animais ndo
foi determinante para a ocorréncia dessa patologia, como ja relatado em outros trabalhos*'?. Ragas
de cdes com o canal auditivo revestido por grande quantidade de pelos e a producdo excessiva de
cerume e/ou elevada umidade local, mostraram predisposi¢do a inflamagdo da orelha externa '), Neste
estudo, houve maior nimero de processos inflamatérios nas orelhas dos cdes com mais de sete anos,
sugerindo que a idade dos cdes pode influenciar na ocorréncia de OE. Essa aparente predisposi¢ao
pode estar associada a endocrinopatias ou patologias imunomediadas dos caes idosos*!".

A auséncia de crescimento bacteriano, observada em 12,9% das andlises, ndo implicou na inexisténcia
de inflamac¢do do conduto auditivo?. Nem todos os processos de OE canina sdo causados por
bactérias, podem estar envolvidos outros microrganismos, como acaros e fungos leveduriformes ou
filamentosos®. Os fungos requerem condigdes de cultivo diferentes das usadas para as bactérias®,
Todavia, foi identificado o desenvolvimento de leveduras sugestivas de Malassezia spp. em 10,5%
dos cultivos em agar sangue.

Lesdes no epitélio do canal auditivo podem criar um ambiente adequado para a multiplicagdo excessiva
da microbiota, seja residente ou transitoria, levando a inflama¢ao?. Na OE canina, a identificagdo
de bactérias Gram-positivas ¢ mais comum do que as Gram-negativas!'®, sendo bactérias do género
Staphylococcus spp. as mais comumente isoladas®*!>!9_ StCP sao as mais encontradas na inflamagao
do canal auditivo canino'*!¥), Entretanto, no presente estudo, a StCN foi mais frequente, corroborando
outros estudos™!.

No contexto de saude publica, devem ser acompanhadas de forma sistematica a biologia e a
epidemiologia de StCN.(16,17) A transmissdo dessa bactéria entre animais e humanos ja foi descrita®!'®).
StCN apresenta potencial para produzir infecgdes severas em individuos imunossuprimidos, incluindo
humanos!???, ¢ para transferir genes de multirresisténcia para outras bactérias comensais®?. Nesse
estudo, 33,3% dos isolados de StCN foram resistentes a trés ou mais classes de antibidticos.

Proteus spp. e P. aeruginosa estdo entre as enterobactérias mais frequentemente isoladas do canal
auditivo canino inflamado®??. O nimero elevado de identificagdes desses microrganismos na OE
canina deve ser entendido como um complicador da inflamagao*!4.
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Os aminoglicosideos sdo considerados farmacos de primeira escolha para o tratamento de otites
devido a sua eficacia®. O antibidtico tobramicina ainda demonstrou eficiéncia na inibi¢do das
colonias de StCP e P. aeruginosa'®. A baixa eficiéncia de gentamicina e neomicina, que sao antibioticos
encontrados na maioria das formulagdes para tratamento das otopatias®¥, refor¢ca a necessidade
do teste de sensibilidade!”. Apesar de sua elevada eficacia, a amicacina ndo esta disponivel em
medicagdes veterinarias, mas pode ser utilizada em casos especificos®. Talvez a grande variagdo
observada na eficacia dos aminoglicosideos testados seja decorrente da falta de critérios para escolha
desses antibidticos.

Para as quinolonas, embora P, aeruginosa tenha sido resistente a enrofloxacina, conforme descrito em
outros trabalhos!*2%27, ndo foi verificado o mesmo fendmeno para ciprofloxacina neste estudo. O uso
excessivo das quinolonas em procedimentos de antibioticoterapia dos cdes pode explicar a resisténcia
a enrofloxacina e, talvez no futuro, a ciprofloxacina®*?.

Outros antimicrobianos, como penicilinas, cefalosporinas € macrolideos possuem formulagdes para
tratamento sistémico de varias enfermidades nos animais, dentre elas, casos de otite. Essa via de
administracao fica normalmente restrita a casos em que a otite externa ¢ grave, ha presenga de otite
média e/ou o proprietario ndo consegue realizar o tratamento topico®®.

No presente estudo, StCN e StCP foram sensiveis a associagdo amoxicilina/clavulanato,
provavelmente devido a presenga do inibidor da enzima beta-lactamase (clavulanato), que pode
ter potencializado o efeito bactericida desse antibiotico®. As bactérias Gram-negativas foram
resistentes as cefalosporinas de primeira geracao, possivelmente em decorréncia do espectro de acao
mais restrito desses antibioticos®. A multirresisténcia intrinseca de Pseudomonas aeruginosa® 3"
¢ a formagdo de biofilmes©®!*? sdo fatores que justificam as poucas opg¢des para o seu tratamento.
A azitromicina demonstrou eficicia variavel contra StCP, StCN, Proteus spp. € P. aeruginosa,
entretanto, ainda sdo escassas as informagdes sobre resisténcia bacteriana contra esse antibiotico®?.
A resisténcia bacteriana ¢ a sua capacidade de escapar de mecanismos bactericidas e bacteriostaticos
de um antibidtico especifico, o que se reflete nas suas caracteristicas estruturais e funcionais®®. Nesse
contexto, ¢ justificada a adog¢do de protocolos de identificacdo da sensibilidade microbiana antes da
eleicdo de um farmaco na terapéutica das infecgdes do conduto auditivo®?.

Os resultados desta pesquisa demonstram que caes de raca e com mais de sete anos de idade sdo mais
frequentemente diagnosticados com OE, independente do sexo dos animais. Além disso, as bactérias
Gram-positivas predominaram nos casos de OE canina, sendo StCN o microorganismo com maior
nimero de isolamentos. As medicacdes de uso topico sdo as mais usadas para otite, e nesse contexto,
a tobramicina e a ciprofloxacina sdo os antibioticos mais indicados, de acordo com os dados in vitro
obtidos neste estudo. Os dados apresentados também revelaram uma grande variagao na sensibilidade
aos antibidticos, com elevada porcentagem de resisténcia contra medicagdes comumente utilizadas
na terapia de OE canina.
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