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RESUMO

O objetivo deste estudo foi identificar a etiologia microbiana e descrever o perfil de
sensibilidade das bactérias aos antimicrobianos em caes com otite externa atendidos em
servico hospitalar médico veterinario. Foram analisadas 559 amostras do conduto auditivo de
cdes com sinais clinicos de otite externa submetidas ao cultivo e teste de sensibilidade
microbiana in vitro. Houve isolamento de microrganismos em 93,6% (523/559) das amostras,
das quais em 88,5% (463/523) obteve-se isolamento de bactérias, 5,7% (30/523) isolamento
de leveduras e 5,7% (30/523) infeccdes mistas. Foram obtidos 702 isolados, sendo
Staphylococcus spp. 55,1% (387/702), Pseudomonas spp. 11,8% (83/702) e Proteus mirabilis
9,8% (69/702) os agentes bacterianos mais isolados. Dentre as leveduras, Malassezia
pachydermatis 10,3% (54/523) foi a mais frequente. Em relagdo aos resultados do perfil de
sensibilidade in vitro das bactérias aos antimicrobianos, observou-se que as bactérias Gram-
positivas Staphylococcus spp., € Streptococcus spp., apresentaram maior sensibilidade a
amoxicilina + &cido clavulanico, com 92,4% e 100% dos isolados sensiveis, respectivamente.
J& as bactérias Gram-negativas Pseudomonas spp., P. mirabilis e Escherichia coli,
apresentaram sensibilidade superior a 92% a tobramicina. Dentre todos os agentes bacterianos,
Pseudomonas spp., foi o que demonstrou as maiores taxas de resisténcia frente a amoxicilina
+ acido clavulanico (93,8%), cefalexina (92,6%) e sulfametoxazol + trimetoprima (86,4%).
Os resultados do presente estudo indicaram que a maior parte das otites externas em caes esta
relacionada com infecgdes bacterianas, refor¢ando a importancia da realizacdo da cultura
bacteriana associada aos testes de sensibilidade in vitro aos antimicrobianos, visando o
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diagndstico precoce e tratamento com respaldo de testes in vitro, evitando o uso nao racional
de antimicrobianos.

Palavras-chave: Conduto auditivo. Leveduras. Otopatias. Resisténcia bacteriana.
Staphylococcus spp.

MICROBIAL ETIOLOGY AND IN VITRO BACTERIAL RESISTANCE PROFILE IN
EXTERNAL DOGS OTITIS: RETROSPECTIVE STUDY IN ANIMALS ATTENDED
IN THE ROUTINE OF VETERINARY HOSPITAL (2013 TO 2020)

ABSTRACT

The objective of this study was to identify the microbial etiology and describe the profile of
bacteria's sensitivity to antimicrobials in dogs with otitis externa treated at a veterinary
hospital service. For this, 559 samples of the auditory canal of dogs with clinical signs of
otitis externa were submitted to culture and microbial sensitivity test in vitro. Microorganisms
were isolated in 93.6% (523/559) of the samples, of which in 88.5% (463/523) there was
bacterial isolation, 5.7% (30/523) yeast isolation and 5.7 % (30/523) mixed infections. 702
isolates were obtained, Staphylococcus spp. 55.1% (387/702), Pseudomonas spp. 11.8%
(83/702) and Proteus mirabilis 9.8% (69/702) the most isolated bacterial agents. Among
yeasts, Malassezia pachydermatis 10.3% (54/523) was the most frequent. Regarding the
results of the in vitro sensitivity profile of bacteria to antimicrobials, it was observed that
Gram-positive bacteria Staphylococcus spp., and Streptococcus spp., showed greater
sensitivity to amoxicillin + clavulanic acid, with 92.4% and 100% sensitive isolates,
respectively. Gram-negative bacteria Pseudomonas spp., P. mirabilis and Escherichia coli,
presented sensitivity greater than 92% to tobramycin. Among all bacterial agents,
Pseudomonas spp., was the one that demonstrated the highest resistance rates against
amoxicillin + clavulanic acid (93.8%), cephalexin (92.6%) and sulfamethoxazole +
trimethoprim (86.4%). The results of the present study indicated that most of external otitis in
dogs is related to bacterial infections, reinforcing the importance of carrying out bacterial
culture associated with in vitro sensitivity tests to antimicrobials, aiming at early diagnosis
and treatment supported by in vitro tests, avoiding the non-rational use of antimicrobials.

Keywords: Auditory canal. Yeasts. Otopathies. Bacterial resistance. Staphylococcus spp.
ETIOLOGIA MICROBIANA Y PERFIL DE RESISTENCIA BACTERIANA IN
VITRO EN OTITIS EXTERNA EN PERROS: ESTUDIO RETROSPECTIVO EN

ANIMALES ATENDIDOS EN LA RUTINA DE HOSPITAL VETERINARIO (2013 A
2020)

RESUMEN
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El objetivo de este estudio fue identificar la etiologia microbiana y describir el perfil de
sensibilidad de las bacterias a los antimicrobianos en perros con otitis externa tratados en un
servicio de hospital veterinario. Se sometieron a cultivo y prueba de sensibilidad microbiana
in vitro 559 muestras del conducto auditivo de perros con signos clinicos de otitis externa. Se
aislaron microorganismos en el 93,6% (523/559) de las muestras, de las cuales en el 88,5%
(463/523) hubo aislamiento bacteriano, 5,7% (30/523) aislamiento de levaduras y 5,7%
(30/523) infecciones mixtas. Se obtuvieron 702 aislamientos, Staphylococcus spp. 55,1%
(387/702), Pseudomonas spp. 11,8% (83/702) y Proteus mirabilis 9,8% (69/702) los agentes
bacterianos mas aislados. Entre las levaduras, Malassezia pachydermatis 10,3% (54/523) fue
la mas frecuente. En cuanto a los resultados del perfil de sensibilidad in vitro de bacterias a
antimicrobianos, se observd que las bacterias grampositivas Staphylococcus spp., y
Streptococcus spp., mostraron mayor sensibilidad a amoxicilina + 4cido clavuldnico, con
92,4% y 100% de aislamientos sensibles, respectivamente. Las bacterias gram negativas
Pseudomonas spp., P. mirabilis y Escherichia coli, presentaron sensibilidad superior al 92% a
la tobramicina. Entre todos los agentes bacterianos, Pseudomonas spp., fue el que mostrd
mayores tasas de resistencia frente a amoxicilina + acido clavulanico (93,8%), cefalexina
(92,6%) y sulfametoxazol + trimetoprima (86,4%). Los resultados del presente estudio
indicaron que la mayoria de las otitis externas en perros estdn relacionadas con infecciones
bacterianas, lo que refuerza la importancia de realizar cultivos bacterianos asociados a las
pruebas de sensibilidad in vitro a los antimicrobianos, con el objetivo de un diagndstico y
tratamiento precoces apoyados en pruebas in vifro, evitando el uso no racional de
antimicrobianos.

Palabras clave: Conducto auditivo. Levaduras Otopatias. Resistencia bacteriana.
Staphylococcus spp.

INTRODUCAO

Dentre as patologias auditivas que acometem os caes, a otite externa (OE) ¢ considerada
uma das enfermidades mais comuns, acometendo até 20% da populagdo canina (1,2).
Caracteriza-se como inflama¢do do conduto auditivo até a membrana timpanica, cuja
etiologia ¢ multifatorial (3), incluindo fatores priméarios (responsaveis pelo inicio do processo
inflamatorio), como alergias e ectoparasitos; secundarios, como infecgdes por bactérias e
fungos; predisponentes (contribuem para o desenvolvimento da doenca), como alteragdes
anatomicas e conformacionais do conduto auditivo e excesso de pelos; e perpetuantes
(impedem a resolugdo e contribuem para as recorréncias), com destaques para as alteragdes
patologicas do conduto auditivo, como como hiperplasias e estenoses; e ainda fatores
secundarios (4). As manifestacdes clinicas da OE podem incluir eritema, prurido, descamacao,
crostas, secre¢ao abundante com odor fétido e dor a palpagdo (5). No conduto auditivo
externo, essas alteragdes clinicas podem aumentar a formagdo de cerimen, favorecendo o
aumento de umidade e pH local, predispondo as infec¢des secundarias bacterianas e/ou
fingicas (6).

O diagnostico de rotina é baseado na inspecdo indireta (otoscopia e fibro-otoscopia),
pelo exame citoldgico e cultura bacteriana e/ou fungica, aliada aos testes de sensibilidade in
vitro (4,7). O tratamento consiste na limpeza com ceruminoliticos, além de uso topico e, por
vezes, sistémico, de agentes antimicrobianos. No entanto, o uso inadequado ou ndo racional
dos antimicrobianos pode prejudicar a eficacia do tratamento e aumentar a pressao seletiva
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para bactérias resistentes (7-9). Enquanto a citologia pode ser suficiente para a identificagdo
de cocos e leveduras, e inicio do tratamento empirico, a cultura bacteriana e os testes de
sensibilidade in vitro aos antimicrobianos siao imprescindiveis, especialmente nos casos
cronicos ou recidivantes, possibilitando maior éxito do tratamento e prevengdo da
disseminagdo de bactérias multirresistentes (4,7,10).

Staphylococcus pseudointermedius € o principal agente relacionado as piodermites e
otites bacterianas em caes (4,11) e, apesar do reduzido risco de infeccdo de humanos,
observa-se a emergéncia de isolados multirresistentes, com destaque para a meticilina, cuja
resisténcia bacteriana a esse agente antimicrobiano (ou a oxacilina) ¢ estendida a todos os
beta-lactamicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas e meropenémicos, fato preocupante
para a saide animal e humana (7,10,11). Devido a elevada casuistica de caes atendidos com
OE na rotina clinica de pequenos animais, tornam-se necessarios estudos com a finalidade de
identificar os patdgenos envolvidos para o estabelecimento adequado da conduta terapéutica
pelos médicos veterinarios, bem como a vigilancia epidemioldgica continuada da
multirresisténcia bacteriana. Neste contexto, foi investigada, retrospectivamente, a etiologia
da otite microbiana em caes, bem como o perfil de sensibilidade in vitro dos isolados em
animais atendidos em servigo de hospital veterinario, durante o periodo de 2013 a 2020.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado estudo retrospectivo de 559 fichas clinicas de caes com sinais compativeis
com OE, atendidos no servigo de clinica médica de pequenos animais do Hospital Veterinario
Professor Ricardo Alexandre Hippler, da Universidade Vila Velha (HOVET-UVYV), durante o
periodo de fevereiro de 2013 a fevereiro de 2020.

Amostras de secre¢do de condutos auditivos foram coletadas de caes de ambos os sexos,
sem distingdo de raca e idade, com auxilio de suabes estéreis contendo meio de transporte
Stuart (Modelo 23010P, Absorve®, Jiangsu, China). Apds a coleta, as amostras foram
encaminhadas para o servigo de Microbiologia do HOVET-UVYV para processamento.

Todas as amostras foram cultivadas em agar-sangue (Blood Agar Base, Kasvi®, Italia)
acrescentado com 5% de sangue de ovelha e 4gar MacConkey (MacConkey Agar, Kasvi®,
Alemanha). As culturas foram incubadas em estufa bacteriologica a 35°C - 37°C, durante 24 a
72 horas. A identificacdo das espécies bacterianas foi realizada através da coloracdo de Gram
e provas bioquimicas, por meio do Sistema Bactray (Laborclin®, Parand, Brazil) (12,13).

O teste de sensibilidade microbiana in vitro foi realizado pelo método de difusdo com
discos em agar Mueller-Hinton (Mueller Hinton Agar, Kasvi®, Italia), conforme Bauer et al.
(14) e interpretado com base no Clinical and Laboratory Standard Institute - CLSI (15).
Foram utilizados 10 antimicrobianos pertencentes a seis diferentes classes, a saber: 1)
aminoglicosideos (gentamicina 10 pg, neomicina 30 pg, tobramicina, 30 pg), 2) beta-
lactamicos (amoxicilina + 4cido clavulanico 30 pg), 3) cefalosporinas (cefalexina 30 pg), 4)
fluorquinolonas (ciprofloxacina 5 pg, enrofloxacina 5 pg, norfloxacina 10 pg), 5)
sulfonamidas (sulfametoxazol + trimetoprim 25 pg), 6) polipeptideos (polimixina B 300 UI).
Os resultados foram interpretados de acordo com CLSI (15) (Figura 1AB). Os resultados
foram planilhados no Microsoft Excel® e analisados de forma descritiva. A multirresisténcia
bacteriana foi considerada quando um isolado apresentou resisténcia simultanea a trés ou mais
antimicrobianos de classes diferentes (16).
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Figura 1AB. Teste de susceptibilidade antimicrobiana realizado pelo método de difusdo em
disco de Kirby-Bauer em agar Mueller-Hinton. A. Presenca de halo de inibigao;
B. Auséncia de halo de inibi¢do, demonstrando a resisténcia da bactéria frente ao
antimicrobiano testado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 559 amostras avaliadas de cdes com sinais clinicos, em 93,6% (523/559) foi
observado o isolamento de microrganismos. Dentre as amostras que apresentaram isolamento,
88,5% (463/523) foram de origem bacteriana, 5,7% (30/523) leveduras e 5,7% (30/523) para
infecgdes mistas. Os resultados encontrados estdo de acordo com Santos et al. (2019), que ao
avaliarem 241 culturas de cdes com OE, observaram que 87,1% (210/241) apresentaram
isolamento de microrganismos, das quais 89,5% (188/210) bactérias e 10,5% (22/210)
leveduras. Esses resultados ressaltam a alta frequéncia de caes atendidos com otite externa
relacionada com infeccdes bacterianas na rotina clinica de pequenos animais. Os
microrganismos isolados sdo sumariados na Figura 2.

M. pachydermatis foi a levedura mais frequente nesse estudo, correspondendo a 10,3%
do total de casos (54/523). Essas leveduras sdo comensais na pele do cdo, mas em condigdes
favoraveis pode exercer comportamento patogénico (17). Estudos realizados por Nascente et
al. (3) e Teixeira et al. (18) revelaram que M. pachydermatis foi o agente prevalente em
82,7% e 45,2% dos casos, respectivamente. No presente estudo retrospectivo, observou-se
menor frequéncia de M. pachydermatis (10,3%), podendo este fato ser atribuido a nao
realizagdo de meio de cultura especifico para isolamento fungico, visto que tanto o agar-
sangue quanto o MacConkey sdo meios para cultura de bactérias (19).
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Figura 2. Microrganismos isolados de cdes com otite externa no hospital veterinario da
Universidade Vila Velha (UVV), Espirito Santo, Brasil, durante o periodo de
fevereiro/2013 a fevereiro/2020.

Foram obtidos 702 isolados, dos quais os 5 agentes bacterianos mais frequentes
representaram 86,5% do total de casos (607/702), sendo eles: Staphylococcus spp., 55,1%
(387/702), Pseudomonas spp., 11,8% (83/702), Proteus mirabilis 9,8% (69/702), Escherichia
coli 6,3% (44/702) e Streptococcus spp., 3,4% (24/702). Estudos similares tém demonstrado
que os patdogenos mais comuns na ocorréncia da OE canina s3o Staphylococcus
pseudintermedius, Pseudomonas aeruginosa, P. mirabilis e M. pachydermatis (11,20).

O isolamento de Staphylococcus spp., (55,1%; 387/702) foi maior em relagdo aos
demais agentes, corroborando com outros estudos (21,22). Esse género bacteriano pertence a
microbiota normal do conduto auditivo de caes. No entanto, a ocorréncia de desequilibrio no
microambiente local pode favorecer maior proliferacdo, caracterizando fator secundario da
doenga nesses animais (23).

Pseudomonas spp., 11,8% (83/702) e P. mirabilis 9,8% (69/702) foram os agentes
bacterianos gram-negativos mais frequentes. Estes patdogenos, de origem comumente hidrica,
estdo frequentemente associados a otites cronicas em caes (24). Em estudo similar, Oliveira et
al. (25) observaram que o segundo agente mais isolado foi P. aeruginosa, mais frequente em
infec¢des polimicrobianas. A alta frequéncia e resisténcia de Pseudomonas spp., aos
antimicrobianos neste estudo, associada a capacidade destas bactérias ocasionarem otites
graves, sdo condi¢des que dificultam o tratamento das infec¢des otologicas por este patogeno,
favorecendo provaveis recidivas (26).

Quanto aos resultados do perfil de sensibilidade in vitro das bactérias aos
antimicrobianos testados (Tabela 1), observou-se que Staphylococcus spp., apresentou maior
sensibilidade para amoxicilina + acido clavulanico (92,5%) e tobramicina (90,6%). O alto
indice de sensibilidade dos isolados para a amoxicilina + acido clavulanico, tanto para
Staphylococcus spp., (92,5%) quanto para Streptococcus spp., (100%), se deve a associacao
ao inibidor da beta-lactamase (clavulanato) potencializando, possivelmente, o efeito
bactericida desse farmaco (27,28). Entretanto, uma vez que nao foi avaliada a sensibilidade a
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meticilina (ou oxacilina), esta sensibilidade pode estar superestimada, considerando que, na
presenga de microrganismos resistentes a meticilina, por analogia, pode-se considerar
resisténcia aos demais beta-lactamicos, independentemente dos resultados da cultura
individual (7).

Em relagcdo a tobramicina, além de Staphylococcus spp., as demais bactérias Gram-
negativas apresentaram sensibilidade superior a 92%. O bom espectro de acdo, combinado
com a sua disponibilidade de uso topico, sdo condigdes que possibilitam a eleicao deste
antimicrobiano no tratamento da OE canina (22). Em contraste, o menor indice de
sensibilidade de Staphylococcus spp., foi para sulfametoxazol + trimetoprima (55,5%). De
acordo com Cruz et al. (29), a eficicia reduzida desse farmaco pode ser decorrente do seu uso
intenso na rotina veterinaria, na maioria das vezes sem critério técnico. Resultados
divergentes foram demonstrados por Guimardes et al. (30), que encontraram resisténcia
elevada de Staphylococcus spp., a maioria dos antibidticos testados. Apesar dos baixos niveis
de resisténcia de Staphylococcus spp., aos antimicrobianos neste estudo, torna-se necessario
acompanhamento continuo do perfil de sensibilidade desse agente, devido ao aumento de
transmissdo dos fatores de resisténcia, além do potencial zoondtico (31).

Pseudomonas spp., foi o agente que apresentou as menores taxas de sensibilidade,
indicando resisténcia simultdnea a amoxicilina + acido clavulanico (93,8%), cefalexina
(92,6%) e sulfametoxazol + trimetoprima (86,4%). Em contraste, resultados de sensibilidade
para este agente, acima de 90%, foram encontrados para tobramicina e ciprofloxacina.
Resultados similares foram descritos por Oliveira et al. (25), que observaram que P.
aeruginosa foi resistente a maioria dos antibidticos testados, com os melhores resultados
obtidos com o uso de ciprofloxacina, seguido de tobramicina. O tratamento de infec¢des por
Pseudomonas spp., representa grande desafio na rotina clinica veterindria devido a formacao
de biofilmes e o aumento da resisténcia a varios antibidticos convencionais (32,33).

De acordo com Magiorakos et al. (16), uma bactéria é considerada multirresistente
quando apresenta resisténcia a um antimicrobiano de pelo menos trés classes diferentes,
simultaneamente. No presente estudo, foi realizado o célculo de multirresisténcia bacteriana
das cinco principais bactérias isoladas (Tabela 2) e, do total de 607 isolados, 163 (26,9%)
apresentaram resisténcia a trés ou mais classes. A baixa efetividade observada aos
antimicrobianos testados neste estudo pode ser reflexo do uso excessivo ou nao racional
desses farmacos nas abordagens terapéuticas de diferentes doencas em animais, o que reforca
a importancia do cultivo microbiano e testes de sensibilidade in vitro para auxiliar na
adequada conduta terapéutica e vigilancia epidemioldgica da multirresisténcia bacteriana.
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Tabela 2. Célculo da multirresisténcia bacteriana das bactérias mais frequentemente isoladas
de cdes com otite externa, no hospital veterindrio da Universidade Vila Velha
(UVV), Espirito Santo, Brasil, de fevereiro/2013 a fevereiro/2020

Numero de classes de antimicrobianos resistentes

Isolados n 0 1 2 3 4 5 6
Staphylococcus s 387 153 104 64 37 21 8 0
Py p- (39,5%)  (269%)  (16,5%)  (9,6%)  (54%)  (2,1%)  (0%)
Streptococcus s 24 7 ! 6 7 2 1 0
P p- (292%)  (4,2%) (25%)  (292%)  (83%)  (42%)  (0%)
Pseudomonas s 83 3 2 22 29 22 4 1
p- (3,6%)  (24%)  (26,5%) (349%)  (26,5%) (4,8%) (1,2%)
Proteus mirabilis 69 6 23 18 12 3 3 2
(8,7%)  (33,3%) (26,1%) (174%)  (44%) (7.2%) (2,9%)
o 20 9 6 3 2 4 0
Escherichia coli Moussu)  05%)  (13.6%)  (68%)  (45%)  (O.1%)  (0%)
CONCLUSAO

A maioria das otites externas em caes estudadas retrospectivamente na rotina de
hospital veterinario foram relacionadas com infec¢des bacterianas. As principais bactérias
isoladas foram Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Pseudomonas spp., P. mirabilis e
Escherichia coli, além de miscelanea de agentes, que denota a complexidade etioldgica da
otite em cdes. No geral, considerando estes isolados e os dez antimicrobianos testados, a
maior ocorréncia de resisténcia foi observada para sulfametoxazol + trimetoprim, cefalexina e
polimixina B (Tabela 1). Sendo assim, a identificacdo dos agentes associada aos testes de
sensibilidade aos antimicrobianos ¢ de grande utilidade para que seja estabelecido o
tratamento adequado para as infec¢des ¢ auxilia no monitoramento do aumento de
multirresisténcia bacteriana.
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