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RESUMO 

A otite parasitária bovina, doença bastante frequente em rebanhos da raça Gir, compromete o 
desempenho dos animais e provoca inúmeros prejuízos ao produtor rural. Apesar dos fatores 
negativos envolvidos, as pesquisas até o momento ainda não foram suficientes para solucionar 
questões como a prevenção da parasitose e o tratamento dos animais afetados. Este estudo foi 
desenvolvido em três etapas distintas: inicialmente buscou-se identificar as espécies de 
nematoides associados à otite parasitária em bovinos da raça Gir pertencentes a duas fazendas do 
estado de Minas Gerais. Foram utilizadas tanto a técnica do código de barras do DNA para 
identificação molecular como as análises taxonômicas convencionais. Secundariamente estudou-
se o perfil microbiológico do conduto auricular externo de bovinos divididos em dois grupos: com 
e sem sinais clínicos de otite parasitária. Finalmente, avaliou-se a eficiência de um protocolo de 
controle dos nematoides e ácaros do gênero Raillietia encontrados em animais naturalmente 
infectados, com sinais de otite. As análises moleculares identificaram os espécimes estudados 
como da espécie Metarhabditis blumi. As análises taxonômicas identificaram nematoides das 
espécies M. costai e M. freitasi nas populações estudadas. As bactérias Gram-negativas foram 
mais prevalentes tanto nas amostras do grupo com otite (COP) quanto naquelas do grupo sem 
otite (SOP). Verificou-se grande número de bactérias resistentes aos antibióticos de acordo com 
o teste de sensibilidade realizado nas amostras coletadas em ambos os grupos de animais. O 
protocolo de controle da otite parasitária mostrou-se ineficiente no combate às infecções pelo 
nematoide, sendo, porém, capaz de diminuir significativamente o número de orelhas parasitadas 
pelo ácaro sem, contudo, eliminar completamente a infecção. Os resultados obtidos permitiram 
elucidar pontos ainda pouco conhecidos da otite parasitária em bovinos e contribuirão para a 
aplicação prática do conhecimento teórico-científico no dia a dia dos criadores de bovinos da raça 
Gir. 

Palavras chave: taxonomia integrada; perfil microbiológico; protocolo de controle. 

ABSTRACT 

The bovine parasitic otitis, a very common disease in Gir cattle, affects the performance of 

animals and it leads to a large losses to farmers. Despite the negative factors involved, until now 
the research have been not sufficient to resolve issues such as the prevention of parasitosis and 
treatment of affected animals. This study was conducted in three distinct phases: the initial 

objective was to identify the nematoides specimens associated with otitis parasitic in Gir cattle 
from two farms in the state of Minas Gerais. The technique of DNA barcode for identification and 

the conventional molecular taxonomic analysis were used. Second, it has been studied the 
microbiological profile of the external ear canal bovine oh the cattle, which it was divided into 
two groups: with and without clinical signs of parasitic otitis. Finally, it was evaluated the 

efficiency of a protocol control of nematodes and mites of the genus Raillietia, found in naturally 
infected animals with symptoms of ear infections. In the analyzed populations species 

Metarhabditis Blumi were identified through molecular analysis. Similarly, nematodes of the 
species M. Costai and M. Freitasi have been found through taxonomic analysis. Gram-negative 
bacteria were the most prevalent in the samples of the two groups with otitis (COP) and without 

otitis (PCOS). There was a large number of bacteria resistant to antibiotics used in the sensitivity 
test conducted on samples collected in both groups of animals. The parasitic otitis control 

protocol was not sufficient to eliminate nematode infections. However, this protocol was able to 
significantly decrease the number of parasitized by ear mite without, however, eliminate the 

infection. These results allowed to increase the knowledge of otitis parasite in cattle and to 
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contribute to the practical application of theoretical and scientific knowledge in the daily practice 
of cattle farmers Gir. 

Keywords: integrative taxonomy; microbiological profile; protocol control. 

i. INTRODUÇÃO GERAL 

No complexo agroindustrial brasileiro, a cadeia produtiva do leite é uma das mais importantes, 
colocando o Brasil como o quinto maior produtor mundial deste produto estando atras apenas da 
União Europeia, India, Estado Unidos da América e China (IBGE, 2012). O estado de Minas 
Gerais destaca-se como o maior produtor brasileiro, com participação de 27,3% do total de leite 
produzido. Este estado possui o maior rebanho bovino da raça Gir, cujos animais são bastante 
valorizados pela eficiência na produção de leite. O número de criadores de animais desta raça tem 
crescido em todo o Brasil e a população estimada é de aproximadamente 79.000 animais. Outro 
fator que demonstra a importância da raça é a sua participação na composição da raça Girolando, 
cujos animais são amplamente utilizados de norte a sul do país, para produção de leite a baixo 
custo. 

Como todos os zebuínos, os bovinos da raça Gir também são resistentes às parasitoses, com 
exceção aos parasitos auriculares. Tanto ácaros do gênero Raillietia, quanto nematoides da família 
Rhabditidae, são frequentemente encontrados no conduto auditivo destes animais. Estes últimos, 
parasitos exclusivos dos animais da raça Gir, são responsáveis por casos de otite subclínica, aguda 
e crônica. A doença é bastante frequente e compromete o desempenho dos animais, levando ao 
óbito aqueles cronicamente afetados (Leite et al., 2012). A parasitose causada pelo ácaro acomete 
bovinos de todas as raças, sendo mais frequente naquelas com orelhas curtas e espalmadas. Na 
maioria dos casos ela é assintomática nos animais Gir. Porém, pode ser considerada como 
precursora da otite causada por nematoides, devido às alterações que o ácaro provoca no conduto 
auditivo dos animais tais como: áreas de erosão da mucosa com intensa irritação, aumento da 
secreção auricular e da temperatura local. 

Criadores de rebanhos da raça Gir e médicos-veterinários têm relatado a diminuição dos 
índices produtivos e reprodutivos dos animais afetados pela otite parasitária (Leite et al., 2012). 
A doença está relacionada à grandes prejuízos decorrentes do gasto com medicamentos e à morte 
dos animais cronicamente afetados. A prevenção e o controle dos parasitos auriculares ainda são 
considerados pontos de interrogação no meio científico. Estudos foram realizados com o objetivo 
de estabelecer protocolos de tratamento e controle da doença e uma variedade de produtos já 
foram testados sem resultados significativos. Acredita-se que a ineficiência dos tratamentos possa 
ser devido à pouca importância dada à fatores perpetuantes. Como por exemplo, a presença de 
diversificada flora bacteriana e fúngica associadas à parasitose  

A otite causada por nematoides já foi descrita em bovinos de países da África e da América 
do Sul, como a Colômbia e a Venezuela. No Brasil está presente em rebanhos na maioria dos 
estados, com níveis de ocorrência variando entre 52,2% e 100% (Leite et al., 1993; Vieira et al., 
1998; Brito et al., 2005 e Leite et al., 2013). 

Com relação às espécies de nematoides que parasitam o conduto auditivo dos bovinos, as 
espécies Rhabditis bovis e R. blumi foram citadas em países africanos como responsáveis pela 
doença. No Brasil, Martins Jr. et al. (1985) descreveram as espécies Rhabditis costai e R. freitasi 
após coletá-las do conduto auditivo de bovinos da raça Gir. Os estudos relacionados à 
identificação das espécies de nematoides responsáveis pela otite parasitária ainda são escassos e 
necessitam de esclarecimentos, especialmente do ponto de vista de caracteres morfológicos. 
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Como contribuição pode ser citada a revisão realizada por Sudhaus (2011) que reposicionou 
algumas espécies de nematoides em gêneros, de acordo com as suas características morfométricas 
e genéticas. Desta maneira, sete espécies de Rhabditis, das quais, três relacionadas à otite 
parasitária (Rhabditis costai, R. freitasi e R. blumi) passaram a pertencer ao gênero Metarhabditis.  

A identificação tradicional de nematoides é feita a partir da análise detalhada das características 
morfológicas de espécimes adultos. O tamanho diminuto dos representantes de alguns gêneros, 
assim como a dificuldade de se encontrar na literatura as chaves de identificação, tornam o 
trabalho do taxonomista bastante árduo e demorado. Como alternativa tem-se utilizado a 
identificação molecular, cujos resultados são rápidos, além de sensíveis e confiáveis. Todos os 
estádios de vida dos nematoides podem ser utilizados nas análises do DNA e inúmeras regiões 
genômicas têm sido estudadas para a identificação confiável das espécies (Oliveira et al., 2011a). 
No entanto, apesar das inúmeras vantagens da utilização da biologia molecular, esta não deve ser 
a única ferramenta para a identificação específica. Alguns autores indicam a integração entre as 
informações moleculares e os dados morfológicos para a identificação correta das espécies de 
nematoides (Tomazini et al., 2013). 

Acredita-se ainda que os avanços no conhecimento do nematoide responsável pela otite 
parasitária dos bovinos poderiam ser úteis na elucidação de pontos ainda não totalmente 
conhecidos tais como o ciclo biológico e a forma de transmissão entre hospedeiros. Além disso, 
acredita-se que o esclarecimento da etiologia das infecções secundárias poderia auxiliar na 
escolha do protocolo mais eficaz para o tratamento da rhabditiose. A soma destes conhecimentos 
levaria a ganhos consideráveis para o produtor rural e elevariam a importância científica deste 
estudo, ao ultrapassar os limites da universidade. 

ii. OBJETIVO GERAL 

Contribuir para o conhecimento de alguns aspectos do controle e da identificação de 
microrganismos associados à otite parasitária em bovinos da raça Gir de duas fazendas leiteiras 
do estado de Minas Gerais. 

iii.  MATERIAL E MÉTODOS 

iii.1  Estrutura da redação 

Abordou-se no presente estudo temas diversos da infecção parasitária do conduto auditivo 
externo (CAE) de bovinos e, com o objetivo de tornar mais dinâmica a apresentação, optou-se 
pelo desenvolvimento do texto no formato de capítulos. Tal disposição também contribuirá para 
a edição das publicações científicas resultantes do estudo. Cada capítulo será apresentado com 
seus respectivos tópicos: introdução, objetivos, revisão de literatura, material e métodos, 
resultados e discussão. O trabalho de conclusão será apresentado em três capítulos, como descrito 
abaixo: 

Capítulo I – Taxonomia integrada de nematoides associados à otite parasitária em bovinos; 

Capítulo II – Estudo microbiológico do conduto auditivo externo de bovinos da raça Gir, com e 
sem otite parasitária. 

Capítulo III – Avaliação da eficácia de um protocolo de controle de parasitos auriculares em um 
rebanho bovino da raça Gir. 

Além do exposto, para evitar repetições de tópicos, a metodologia comum a todas as etapas 
deste trabalho segue descrita a seguir: 
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iii.2  Locais do estudo  

O estudo foi realizado em duas fazendas no estado de Minas Gerais: a primeira, localizada em 
Teófilo Otoni, região nordeste, denominada Fazenda 1. A segunda, pertencente à Empresa de 
Pesquisa Agropecuária de Minas Gerais (EPAMIG), localizada em Itabira, região central, 
denominada Fazenda 2 (Figuras 1 A e B). Vale esclarecer que essa ultima foi selecionada devido 
à característica especial do seu rebanho bovino, considerado “fechado”, sem introdução de 
animais externos. 

O município de Teófilo Otoni está localizado na Mesorregião do Vale do Mucuri, a nordeste 
da capital Belo Horizonte, a cerca de 450 km de distancia. A área do município, segundo o IBGE 
(IBGE, 2013), é de 3.242,818km². Situa-se a 17°51'27" de latitude sul e 41°30'19" de longitude 
oeste. O relevo do município é predominantemente montanhoso (cerca de 60%) e a altitude 
máxima chega aos 1.138 metros, enquanto que a altitude mínima é de 366 metros. O clima é do 
tipo Aw segundo Köppen, caracterizando-se por duas estações bem distintas com invernos secos 
e com temperaturas amenas e verões chuvosos com temperaturas bastante elevadas. Fevereiro, 
assim como em Itabira, também é o mês mais quente, com média máxima de 32,3°C e mínima de 
19,9°C. O mês de julho é o mais frio, com 26,6°C de média máxima e 14,1°C de média mínima. 
A precipitação média anual é de 959 mm, variando bastante entre agosto, o mês mais seco (17,8 
mm) e dezembro, o mais chuvoso (182,8 mm de média). 

Itabira pertencente à Mesorregião Metropolitana de Belo Horizonte, capital do estado, da qual 
fica distante cerca de 110 km. A área do município, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e 
Estatística (IBGE, 2013), é de 1.253,704 km², sendo que 12,4377 km² constituem a zona urbana 
e os 3.223,19 km² restantes constituem a zona rural. Situa-se a 19°37'09" de latitude sul e 
43°13'37" de longitude oeste e está a uma distância de 111 quilômetros a nordeste da capital 
mineira. O relevo do município de Itabira é predominantemente montanhoso sendo que apenas 
30% dos terrenos sejam ondulados ou planos. O clima é caracterizado, ainda segundo o IBGE, 
como tropical subquente e semiúmido (tipo Aw segundo Köppen), tendo temperatura média anual 
de 21,7°C com invernos secos e amenos e verões chuvosos com temperaturas elevadas. O mês 
mais quente é fevereiro com temperatura média de 23,8°C. Julho é o mês mais frio apresentando 
24,8°C e 12,5°C de médias máxima e mínima. A precipitação média anual é de 1.489,3 mm, com 
variação inferior chegando a apenas 8,2 mm em julho e a 350,6 mm em dezembro, o mês mais 
chuvoso. 

iii.3 Animais 

Para o experimento foram estudados 37 bovinos da raça Gir de diferentes faixas etárias. Na 
fazenda 1 foi coletado material da secreção auricular de cinco bovinos adultos. Na fazenda 2, 
todos os 32 animais, participaram da pesquisa. A coleta de secreção auricular para as análises 
morfológicas e moleculares foi feita apenas em animais com otite clínica. Os estudos 
microbiológicos foram realizados em 12 animais, seis com sinais de otite e seis sadios. O 
protocolo de controle foi testado em todos os animais da fazenda 2, com e sem otite (Figura 1C e 
D). 

Este estudo foi certificado junto à Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFMG 
(CETEA), sobre o protocolo no. 198/2013. 
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Figura 1 Localização da fazenda 1no município de Teófilo Otoni - MG (A) e da fazenda 2 no município de Itabira - MG
(B) Animais da raça Gir estudados na fazenda 1 (C) e na fazenda 2 (D). . 
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I.  CAPÍTULO 1 

TAXONOMIA INTEGRADA DE NEMATOIDES ASSOCIADOS À OTITE 
PARASITÁRIA EM BOVINOS 

RESUMO 

Este estudo teve o objetivo de identificar o nematoide associado à otite parasitária em dois 
rebanhos bovinos da raça Gir no estado de Minas Gerais. Espécimes de nematoides foram isolados 
da secreção auricular de vacas com sinais clínicos de otite. Estes nematoides foram cultivados em 
placas de ágar sangue bovino desfibrinado 5%. Realizou-se o sequenciamento de fragmentos da 
expansão D2/D3 do 28S rDNA, utilizando-se a tecnologia do código de barras do DNA e análise 
filogenética do material obtido. As análises moleculares identificaram os espécimes estudados 
como Metarhabditis blumi, uma vez que o fragmento sequenciado apresentou alto grau de 
homologia com um isolado dessa espécie depositado no GenBank com acesso número 
EU195965.1. A árvore filogenética com as demais populações do gênero Metarhabditis 
confirmou o agrupamento da população brasileira como M. blumi. Foram realizadas análises 
morfológicas e morfométricas dos espécimes de nematoides das mesmas populações, utilizando-
se microscopia de luz e eletrônica de varredura. De acordo com os estudos taxonômicos dos 
parasitos isolados, foram identificados nematoides das espécies M. costai e M. freitasi. Nas 
amostras estudadas não foram encontrados espécimes com características morfológicas e 
morfométricas que se assemelhassem à descrição da espécie M. blumi. 

Palavras chaves: Nematoides; código de barras do DNA; 28S rDNA, morfologia; morfometria. 

ABSTRACT 

The aim of this study was to identify the nematode parasite associated with otitis in two cattle 

herds Gyr in the state of Minas Gerais. Specimens of nematodes were isolated from ear secretion 
of cows with clinical signs of otitis. These nematodes were cultured on bovine defibrinated blood 
agar plates 5%. The sequencing fragments of D2 / D3 28S rDNA expansion was performed using 

the technology of the DNA barcode and phylogenetic analysis of the material obtained. Molecular 
analysis have identified the species as Metarhabditis blumi, since the sequenced fragment showed 

a high degree of similarity with a single element of this species deposited in GenBank under 
access number EU195965.1. The phylogenetic tree with the other populations of Metarhabditis 
gender confirmed the grouping of the brasilian population as M. Blumi. Morphological and 

morphometric analyzes of nematode specimens of the same populations were performed using 
light microscopy and scanning electron microscopy. According to the taxonomic studies of 

isolated parasites, nematode species M. costai and M. freitasi were identified. Specimens with 
morphological and morphometric characteristics similar to the description of the species M. 
blumi were not found in the samples. 

Keywords: Nematodes; DNA barcode; 28S rRNA, morphology; morphometry. 
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I.1 INTRODUÇÃO 

A otite externa desencadeada por nematoides rhabditiformes está presente na maioria dos 
rebanhos da raça Gir, com altos índices de prevalência. Ela é economicamente importante devido 
às lesões que acarreta nos animais e deve ser encarada como problema sanitário em países de 
clima tropical. Os animais adultos são mais susceptíveis à infecção e em geral o quadro clínico se 
agrava com a idade. Os nematoides são específicos de bovinos de orelha longa e pertencem à 
família Rhabditidae. Em países da África os casos de otite foram creditados às espécies Rhabditis 
bovis e M. blumi. No Brasil, Martins Jr. (1985), após coletar amostras da secreção auricular de 
bovinos com sinais clínicos de otite, fez a primeira descrição das duas espécies do gênero 
Rhabditis responsáveis pela doença no país: R. freitasi e R. costai. Não há registros posteriores 
na literatura sobre estudos de identificação das espécies de nematoides encontrados no canal 
auditivo de bovinos com otite. Provavelmente a limitação está relacioanda ao tamanho diminuto 
do parasito, bem como ao vasto número de representantes na família Rhabditidae restringido as 
citações à categoria de gênero. 

A identificação taxonômica dos nematoides é feita, tradicionalmente, pela análise minuciosa 
de características morfológicas e da morfometria dos espécimes adultos, machos e fêmeas, ao 
microscópio de luz (ML). A microscopia eletrônica de varredura (MEV) tem sido bastante 
utilizada para elucidar algumas estruturas externas contribuindo para o diagnóstico específico. 
Para tanto é necessário o conhecimento dos caracteres utilizados nas chaves de identificação além 
da correta coleta, fixação e preservação do parasito para a análise das estruturas.  

Devido à crescente disponibilidade de metodologias para o conhecimento sobre o genoma de 
organismos, tem-se observado um vasto número de publicações utilizando as técnicas 
moleculares para identificação de espécies parasitárias. Atualmente, as análises de regiões 
específicas do DNA são consideradas de fácil realização, rápidas, de custo relativamente baixo e 
com resultados confiáveis. Deve ser salientado, que todos os estádios de desenvolvimento do 
parasito, incluindo os ovos, podem ser utilizados para a determinação específica. E ainda, algumas 
técnicas moleculares permitem a identificação de cada uma das espécies presentes em uma 
amostra mista. 

As opções disponíveis para a identificação das espécies possuem vantagens e desvantagens, 
portanto, a melhor alternativa é correlacionar os resultados das análises morfológicas e 
moleculares, utilizando o conceito de taxonomia integrada, para a obtenção de resultados mais 
confiáveis. 

Devido à escassez de pesquisas a respeito dos nematoides associados pela otite bovina 
pretendeu-se contribuir para o conhecimento das espécies envolvidas, por meio de estudos 
morfométricos, morfológicos e tecnologia de código de barras do DNA para os estudos 
moleculares. Ao final das análises, fez-se a correlação dos resultados, utilizando-se o conceito de 
taxonomia integrativa. 

I.2 OBJETIVOS 

• Coletar e isolar os nematoides em cultura de Ágar sangue 
• Coletar e fixar nematoides para estudos de microscopia de luz, microscopia eletrônica de 

varredura e estudos moleculares; 
• Diagnosticar por estudos de morfologia e morfometria os nematoides encontrados nas 

amostras coletadas em conduto auditivo de bovinos com otite parasitária; 
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• Diagnosticar, por meio da técnica de código de barras do DNA, as espécies de nematoide 
encontradas em bovinos naturalmente infestados; 

• Caracterizar a ultraestrutura de superfície dos nematoides utilizando a microscopia eletrônica 
de varredura; 

• Correlacionar os resultados das análises moleculares e morfológicas, utilizando o conceito de 
taxonomia integrativa, para identificar as espécies de nematoides. 

I.3 REVISÃO DE LITERATURA 

O primeiro relato de otite parasitária em bovinos da raça Gir no Brasil foi feito por Martins Jr. 
et al. (1971). A doença é causada por nematoides da família Rhabditidae e os animais podem 
apresentar sinais clínicos que vão de leves a muito graves, especialmente os adultos (Leite et al., 
1993; Leite et al., 2012). A inflamação local e a presença de secreção auricular de cor amarela 
com aspecto fluido é característica com presença de inúmeros parasitos (Duarte e Hamdan, 2004). 
Vieira et al. (2001), relataram consideráveis prejuízos econômicos devido aos gastos com 
medicamentos, diminuição dos índices produtivos, desvalorização comercial e morte de animais 
em decorrência da otite crônica. A doença é amplamente disseminada nos rebanhos Gir, com 
relatos nos estados de Minas Gerais, São Paulo, Rio de Janeiro, Goiás, Paraíba e Distrito Federal 
(Leite et al., 1993; Vieira et al., 1998, Brito et al., 2005, Abdalla et al., 2008 e Leite et al., 2013). 
As taxas de prevalência encontradas pelos autores variam entre 52,2% e 100%. 

As ações terapêuticas comumente praticadas para o controle da otite associada a nematoides 
têm se mostrado insuficientes (Leite et al., 2012). Segundo Duarte e Hamdan (2004), isso se deve 
ao desconhecimento de certos aspectos relacionados ao agente etiológico da doença e às 
interações parasito-hospedeiro. Alguns autores defendem que os representantes da família 
Rhabditidae, essencialmente de vida livre, estariam em pré-adaptação ao parasitismo (Campos et 

al., 2002). Desse modo apresentariam o ciclo biológico dividido em duas fases distintas, uma pré-
parasitária, que ocorreria no meio ambiente, e outra parasitária (Park et al., 2012). Estudos 
realizados por Jibbo (1966) corroboram esta hipótese e sugeriram que R. bovis, considerado o 
agente etiológico da otite parasitária de bovinos na Tanzânia, passaria parte do seu ciclo no solo. 
O mesmo parece acontecer com a espécie M. blumi, que foi isolada de amostra de solo e descrita 
por Sudhaus (1979) e posteriormente citada por Msolla et al. (1993) como responsável pela otite 
parasitária em bovinos de orelhas longas. Os nematoides isolados do CAE de bovinos são 
cultivados facilmente em laboratório e o ciclo biológico in vitro já foi determinado (Vieira et al., 
1998). Contudo, não foram encontrados estudos que descrevessem o ciclo em condições naturais, 
no solo ou no hospedeiro. Outra característica deste nematoide que tem acarretado muitas dúvidas 
está relacionada ao mecanismo de infecção dos hospedeiros. Alguns estudos atribuem à ácaros e 
à moscas a tarefa de iniciar a infecção (Odongo e D’Souza, 1989, Vieira et al. (1998). Outros 
consideram que os próprios bovinos levariam o nematoide as orelhas ao coça-las com as patas 
sujas de terra contaminada com o parasita (Duarte e Hamdan, 2004). Devido ao grande número 
de questões ainda pouco esclarecidas a respeito dos nematoides associados à otite parasitária dos 
bovinos, Silvestre e Humbert (2000) sugeriram que a identificação precisa das espécies dos 
parasitos é questão fundamental na obtenção de informações básicas que auxiliarão no 
estabelecimento de programas preventivos e de tratamento.  

Os primeiros relatos de otite parasitária relacionada à nematoides em bovinos, tanto na África 
quanto no Brasil, creditaram a doença a espécies do gênero Rhabditis. Jibbo (1966) citou a espécie 
R. bovis. Msolla et al. (1993), por sua vez, atribuiram a otite à espécie R. blumi e Martins Jr. 
(1985) descreveu duas espécies parasitando o CAE de bovinos zebuinos da raça Gir, R. costai e 
R. freitasi. A classificação taxonômica das espécies permaneceu inalterada até Sudhaus (2011) 
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realizar uma revisão nos representantes da família Rhabditidae e transferir as espécies R. blumi, 
R. costai e R. freitasi para o gênero Metarhabditis. Desta maneira, a partir do estudo deste autor, 
todas as espécies de nematoides que até então eram relacionadas à otite de bovinos passaram a 
pertencer ao gênero Metarhabditis. Todos os representantes deste gênero compartilham 
semelhanças no aparato bucal, no posicionamento do colar esofagiano e do anel nervoso, no 
formato e dimensões do corpo, no número de papilas e no formato e comprimento dos espículos.  

Espécies dos gêneros Rhabditis e Metarhabditis podem ser encontradas em associação 
saprófita com vegetais e invertebrados ou como parasitos facultativos de animais e de seres 
humanos (Park et al., 2012).  

A família Rhabditidae possui cerca 360 espécies conhecidas e encontradas em habitats 
bastante variados (Sudhaus, 2010). O gênero Rhabditis (Dujardin, 1845) é classificado na 
superfamília Rhabditoidea, família Rhabditidae (Oerley, 1880) e subfamília Rhabditinae (Oerley, 
1880) Micoletzky, 1922. Este gênero comporta dezenas de espécies, que, no entanto, ainda não 
foram completamente identificadas e descritas (Park et al., 2012). No caso da parasitose auricular 
de bovinos, a maioria das publicações tem se restringido a descrição do parasito apenas ao nível 
de gênero. Recentemente, Sudhaus (2011) em uma revisão da família Rhabditidae, considerou 
sete espécies como pertencentes ao gênero Metarhabditis (Tahseen et al., 2004). Assim, as 
seguintes espécies passaram a fazer parte deste gênero: M. andrassyana (Tahseen et al., 2004); 
M. adenobia (Poinar, 1971) Sudhaus, 2011; M. amsactae (Ali et al., 2011) Sudhaus, 2011; M. 
blumi (Sudhaus, 1974) Sudhaus, 2011; M. costai (Martins Jr., 1985) Sudhaus, 2011; M. freitasi 
(Martins Jr., 1985) Sudhaus, 2011 e M. rainai (Carta e Osbrink, 2005) Sudhaus, 2011.  

As espécies do gênero Rhabditis possuem corpo fusiforme e cilíndrico com comprimento 
variando entre 0,5 a 2,9 mm. A cutícula pode ser lisa ou anelada observando-se finas estriações. 
Os lábios são pouco desenvolvidos, fechados ou fortemente separados, e com presença de 
pequena papila labial. Na extremidade anterior é observado um estoma dividido em cinco partes, 
um longo esôfago terminando em um bulbo e anel nervoso presente. O poro excretor situado ao 
nível da junção do istmo com o bulbo. A fêmea apresenta a vulva próximo à metade do corpo. 
Machos com espículos livres e simples com presença de oito pares de papilas genitais e cauda 
cônica em ambos os sexos (Andrássy, 1983; Sudhaus, 2010). O gênero Metarhabditis, proposto 
por Tahseen et al. (2004), tem características bem semelhante ao anterior. Para diferenciar seus 
espécimes dos demais da família Rhabditidae, Sudhaus (2011) destacou que eles possuem corpo 
delgado e ventralmente curvado, com estriações transversais e longitudinais na cutícula. A 
abertura oral é rodeada por três lábios, cada um deles apresentando uma ligeira depressão 
mediana. O estoma, estreito, alongado e tubular, tem metade do seu comprimento coberto pelo 
colar esofagiano. No metastoma é possível visualizar pequenos dentículos ao redor do aparato 
glotóide. As fêmeas são didelfas e no longo útero é possível visualizar ovos embrionados. 
Também são encontradas fêmeas dioicas e hermafroditas. A vagina tem a parede espessada na 
região proximal e lábios salientes projetando-se para o exterior. A cauda longa tem formato 
conóide e termina em ponta fina. Na região posterior dos machos é bastante evidente a bursa do 
tipo leptoderana com oito pares de papilas genitais. Dois fasmídeos tubulares estão localizados 
logo após o último par de papilas. Os espículos são robustos e não fundidos na porção distal, mas 
com uma conexão transversal na base. A cauda é cônica e apresenta um pequeno ponto na região 
terminal. 

A identificação taxonômica tradicional necessita de análises minuciosas das características 
morfológicas e da morfometria dos indivíduos (Consoli et al., 2012). Nos estudos de microscopia 
de luz (ML) são medidos o comprimento e largura total do corpo, do esôfago, do estoma, da 
cauda, dos espículos, do gubernáculo, da distância da vulva à cauda, dos ovos, dentre outras 
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estruturas. São examinados e medidos pelo menos 10 machos e 10 fêmeas para os cálculos dos 
valores da razão de De Man (De Man, 1876): a = comprimento total do corpo/maior diâmetro do 
corpo; b = comprimento total do corpo/distância da extremidade anterior até o esôfago, c = 
comprimento do corpo/comprimento da cauda e V = percentual da razão entre a distância da vulva 
e o tamanho do corpo. Além disso, as características da bursa copuladora e a quantidade e 
distribuição das papilas são usadas para a diferenciação das espécies. As imagens obtidas por 
microscopia eletrônica de varredura (MEV) possibilitam a melhor visualização das estruturas 
externas do corpo do nematoide e somadas às imagens feitas em ML, auxiliam na comparação e 
diferenciação entre nematoides (Oliveira et. al, 2011a). A identificação morfológica de 
nematoides demanda bastante tempo e é considerada de difícil execução devido ao tamanho 
reduzido dos espécimes, a grande variedade de espécies existentes e a dificuldade em encontrar 
na literatura estudos taxonômicos comparativos das espécies (McKeand, 1988; Floyd et al. 2002; 
Oliveira et al., 2011b). 

Como alternativa tem-se optado cada vez mais pela utilização de técnicas moleculares como 
auxiliares aos estudos taxonômicos (Floyd et al., 2002). Elas são consideradas bastante eficientes 
na identificação de inúmeras espécies de nematoides (Powers et al., 1997; Oliveira et al., 2009) 
e permitem a identificação específica de todos os estadios de desenvolvimento. Além disso, 
nematoides com deformações ou fragmentos, cuja identificação morfológica é dificultada, podem 
ser caracterizados com o uso de técnicas moleculares (Silvestre e Humbert, 2000). Nas 
identificações moleculares são utilizadas técnicas de replicação do DNA ribossomal ou do 
genoma mitocondrial com o auxílio da reação em cadeia da polimerase (PCR) tradicional ou de 
suas variações. Existem aquelas que estudam o polimorfismo do DNA amplificado ao acaso 
(RAPD), o polimorfismo do tamanho do fragmento de restrição (PCR- RFLP) e aquela conhecida 
como Código de Barras do DNA, na qual realiza-se a reação de PCR convencional, com primers 
universais. Esta última tem sido utilizada rotineiramente, em especial para identificação de 
nematoides de interesse fitossanitário. Suas principais vantagens consistem na rapidez, 
simplicidade e no baixo custo do processo (Oliveira et al., 2009). A tecnologia se baseia na 
variação existente em um pequeno fragmento do DNA mitocondrial ou ribossômico, o qual seria 
específico para cada espécie. As sequências de DNA provenientes da técnica são facilmente 
comparadas com as sequências de outras espécies depositadas no banco de dados genético 
(Powers, 2004). São inúmeras as utilidades do código de barras do DNA tornando-o uma 
importante ferramenta para os estudos taxonômicos e para os serviços oficiais de defesa animal e 
vegetal (Stoeckle et al., 2005, Oliveira et al., 2009). 

I.4 MATERIAL E MÉTODOS 

Os nematoides analisados neste estudo foram obtidos diretamente da secreção auricular de 
bovinos da raça Gir com otite parasitária ou após serem cultivados in vitro no laboratório de 
parasitoses do departamento de medicina veterinária preventiva da EV UFMG. Os bovinos 
pertenciam às propriedades localizadas no município de Teófilo Otoni (fazenda 1) e no município 
de Itabira (fazenda 2). Foram analisados também os nematoides encontrados em uma amostra 
coletada do piso do brete no momento em que os bovinos estudados foram contidos para obtenção 
de amostras da secreção auricular. 

Com o objetivo de comparar os indivíduos de uma espécie conhecida com os nematoides 
isolados neste estudo, solicitou-se espécimes da espécie M. blumi, cepa DF5010, ao 
Caenorhabditis Genetics Center (CGC), localizado na Universidade de Minnesota - USA. A 
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amostra foi enviada pela transportadora Fedex, em placa de Petri contendo meio de cultura e 
acondicionada em embalagem própria. 

I.4.1 Data e local de coleta das amostras de nematoides 

Em dezembro de 2012, vinte e cinco fêmeas bovinas adultas da raça Gir pertencentes ao 
rebanho da fazenda 1, foram contidas em brete para inspeção do pavilhão auricular e da porção 
inicial do conduto auditivo externo (CAE). Cinco animais apresentaram sinais de otite parasitária, 
caracterizados pela presença de otorréia de cor amarela clara, aspecto fluido e odor pútrido. Para 
confirmar a presença de nematoides, introduziu-se uma zaragatoa estéril na porção inicial do CAE 
de uma das orelhas de cada animal, em movimentos circulares, como preconizado por Leite et al. 
(1994). Em seguida as zaragatoas foram colocadas, individualmente, em tubos transparentes, que 
foram mantidos por 5 minutos à luz solar direta para visualização dos nematoides. Após a 
confirmação macroscópica da presença dos parasitos, os tubos foram identificados 
individualmente e transportados em caixas de isopor à temperatura ambiente ao laboratório de 
parasitoses. Espécimes foram isolados destas amostras e repicados em meio de cultura ágar 
sangue dando origem à população Fz1. 

Em janeiro de 2013, na fazenda 2, quando se iniciou o protocolo de controle da otite parasitária 
descrito no capítulo III, foram coletadas amostras da secreção auricular de três vacas da raça Gir 
com sinais clínicos de otite parasitária. As amostras foram coletadas conforme descrito no 
paragrafo anterior e identificadas como Fz2-Gama, Fz2-737, Fz2-FGVI2. Nesta ocasião todos os 
animais do rebanho passaram por diagnóstico parasitológico utilizando-se o método do lavado 
auricular. Após a passagem de todos os animais pelo brete, verificou-se que parte do liquido 
resultante do procedimento havia caído no piso. Com o auxílio de uma zaragatoa, coletou-se uma 
amostra deste liquido, a qual foi identificada como amostra Fz2-Piso. As quatro amostras foram 
transportadas em caixas de isopor à temperatura ambiente ao laboratório, onde foram cultivadas 
separadamente.  

Em fevereiro de 2014, foram realizadas coletas em quatros vacas com otite parasitária, na 
fazenda 2. As amostras obtidas foram enviadas ao laboratório onde foram feitas culturas 
individuais de fêmeas grávidas, isoladas aleatoriamente de cada amostra. 

Em junho de 2014, foram realizadas novas coletas no CAE dos mesmos animais dessa fazenda 
para isolamento de nematoides para as análises morfológicas. 

I.4.2 Cultivo dos nematoides 

Para a separação dos nematoides foi utilizada a técnica de Baermann e Moraes modificada 
(Moraes, 1948). Cada zaragatoa foi colocada sob uma gaze em funil por um período de seis horas. 
Após este período o tubo acoplado foi retirado vertido em placa de Petri e observado em 
microscópio estereoscópico. Com o auxílio de uma pipeta de Pasteur, cerca de 30 espécimes, de 
ambos os sexos, de cada uma das cinco populações foram colocados em placas individuais, 
contendo ágar sangue bovino desfibrinado 5% (Figura I.1 A). As placas, após identificação, foram 
mantidas em câmara úmida à temperatura ambiente (Figura I.1 B). 

As cinco populações obtidas nas fazendas 1 e 2 em dezembro de 2012 e janeiro de 2013 (Fz1, 
Fz2-Gama, Fz2-737, Fz2-FGVI2 e Fz2-Piso) foram mantidas em cultivo no laboratório de 
parasitoses da EV UFMG como populações estoque. 

I.4.2.1 Protocolo de cultivo de fêmeas de nematoides grávidas 
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As amostras de secreção auricular, coletadas em fevereiro de 2014, foram coletadas de quatro 
vacas com otite clínica. Cada uma delas foi considerada como uma população e identificada com 
a letra inicial do nome de cada animal (F, I, G e B). No laboratório de parasitoses, os nematoides 
coletados pela técnica de Baermann e Moraes modificada (Moraes, 1948), foram observados em 
microscópio estereoscópico (Figura I.1 C, D e E). Com o auxílio de um estilete, foram 
selecionadas 20 fêmeas grávidas, uma a uma, totalizando 80 fêmeas (Figura I.1 F). Elas foram 
colocadas, individualmente, em placas de cultivo de células de seis poços, contendo ágar-ágar 
0,5% ao qual foi adicionado sangue bovino desfibrinado (Figura I.1 G). Cada poço foi identificado 
com a letra de identificação da população e numerado de 1 a 20 (ex.: G19, referindo-se à 19ª 
fêmea isolada da amostra de secreção auricular da vaca G). As placas foram envoltas em filme de 
PVC para manter os compartimentos isolados e mantidas em estufa à temperatura de 36oC durante 
sete dias (Figura I.1 H). Diariamente substituiu-se o filme de PVC para permitir a aeração das 
culturas. Decorrido o período de cultivo, com o auxílio do microscópio estereoscópico, avaliou-
se o desenvolvimento dos nematoides e constatou-se que do total de 80 fêmeas grávidas, 78 
completaram o ciclo. Posteriormente, de cada cultura, foram selecionados dois espécimes adultos, 
um macho e uma fêmea, totalizando 156 amostras. Os espécimes foram transferidos, 
individualmente, para microtubos tipo Eppendorf contendo solução salina, identificados com a 
letra da população, com o número da fêmea grávida que o originou e com o sexo do espécime 
(ex.: G53F) e enviados ao laboratório de genética da EV UFMG, para as análises moleculares. A 
mesma quantidade de espécimes, machos e fêmeas, foram selecionados para os estudos 
morfológicos e morfométricos e para as imagens em MEV, realizados no laboratório de 
helmintologia da UERJ. 

I.4.3 Locais de realização das análises moleculares e dos estudos morfométricos e 

morfológicos 

Os estudos morfológicos e morfométricos dos nematoides coletados nas duas fazendas foram 
realizados sob a forma de colaboração entre o laboratório de parasitoses do Departamento de 
Medicina Veterinária Preventiva da EV UFMG e o laboratório de helmintologia Romero Lacasas 
Porto do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UERJ, Rio de Janeiro - 
RJ.  

I.4.4 Fixação dos nematoides 

Os espécimes de nematoides selecionados diretamente da secreção auricular e dos cultivos em 
meio de cultura foram fixados quimicamente por imersão em solução de AFA (álcool 95%, 
formaldeído 3% e ácido acético 2%), a quente (80oC) ou em solução de Karnovsk (glutaraldeído 
2,5%, formaldeído recém preparado a 4% em tampão de Cacodilato de Sódio 0,1M, pH 7,2). 

Os indivíduos da espécie M. blumi, proveniente do CGC, foram fixados em solução de 
Karnovsk. 

I.4.5 Preparo e envio das amostras para as análises moleculares e morfológicas 

De cada uma das populações estoque mantidas no laboratório de parasitoses (Fz1, Fz2-Gama, 
Fz2-737, Fz2-FGVI2 e Fz2-Piso), selecionou-se, aleatoriamente, cerca de 200 espécimes de 
nematoide, os quais foram colocados individualmente em tubos de microcentrífuga, contendo 
solução de NaCl 1M. Em seguida foram enviados, via Sedex, em caixa de isopor à temperatura 
ambiente, ao laboratório de Nematologia do Instituto Biológico, onde foram realizadas as 
primeiras análises moleculares.  
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De cada população estoque, selecionou-se outros 100 espécimes (50 já fixados e 50 espécimes 
vivos, mantidos em frascos contendo meio de cultura) que foram enviados ao laboratório de 
helmintologia da UERJ. Estes últimos, tão logo chegaram ao laboratório, foram fixados em 
solução de Karnovsk. 

Todos os espécimes de nematoides selecionados das culturas das fêmeas grávidas e das 
amostras coletadas em julho de 2014 na fazenda 2, foram fixados quimicamente. A metade dos 
espécimes foram fixados em solução de AFA e a outra metade em solução de Karnovsk. Todas 
as amostras foram enviadas ao laboratório de helmintologia da UERJ, via Sedex, em caixas de 
isopor, em temperatura ambiente, acondicionadas em tubos tipo Eppendorf identificados. 
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Figura I.1 Isolamento dos nematoides das amostras de secreção auricular coletadas nas fazendas 1 e 2 (A). Cultivo 
das populações de nematoides coletados nas fazendas 1 e 2 em câmara úmida à temperatura ambiente (B). Filtro de 
Baermann (C), tubo coletor contendo nematoides no fundo (D), placa de Petri contendo os nematoides isolados (E), 
coleta dos nematoides com o auxílio do estilete (F). Cultivos individuais de fêmeas grávidas em placas contendo 
ágar-ágar 0,5% e sangue bovino desfibrinado (G e H). 
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1.4.6 Análises moleculares 

Os estudos moleculares dos nematoides coletados nas duas fazendas foram realizados sob a 
forma de colaboração entre o laboratório de Parasitoses do Departamento de Medicina Veterinária 
Preventiva da EV UFMG, o laboratório de Nematologia do Instituto Biológico, Campinas - SP e 
o laboratório de Genética da EV UFMG, Belo Horizonte - MG. As duas análises foram realizadas 
de maneira independente, utilizando-se a mesma tecnologia do código de barras do DNA, de 
acordo com Oliveira et al. (2009). As analises filogenéticas ficaram sob a responsabilidade do 
laboratório de Nematologia. Os espécimes analisados foram selecionados das cinco populações 
mantidas em cultura no laboratório de parasitoses da EV UFMG. Os espécimes provenientes das 
culturas das fêmeas grávidas foram analisados apenas no laboratório de genética. 

I.4.6.1 Instituto Biológico (Campinas - SP) 

I.4.6.1.1 Aplicação da tecnologia do código de barras do DNA 

No laboratório de Nematologia do Instituto Biológico, dos 200 espécimes enviados, foram 
analisados ao acaso dois espécimes de cada uma das amostras Fz1, Fz2-Gama, Fz2-737 e Fz2-
FGVI2 e quatro espécimes da amostra denominada Fz2-Piso para a extração do DNA, totalizando 
12 espécimes. 

Extração do DNA: Para a extração do DNA genômico foi utilizado o método da proteinase-K 
(WLB: Worm Lysis Buffer), segundo Williams et al. (1994). Cada espécime foi colocado em 
tubo de microcentrífuga contendo uma gota de 15 μl WLB e incubado a 20 oC negativos por 15 
min. Posteriormente, os tubos foram incubados a 60oC por 1 hora, 95oC por 15 minutos e 
resfriados a 4oC. 

Reação de PCR: Para a reação de PCR, foi utilizado o kit de PCR Go Taq® Hot Start Green 

Master Mix, fabricante Promega Corporation – São Paulo/SP. Para início, em um tubo de 
microcentrífuga de 0,2 mL, foi adicionado 12,5 μL do Go Taq®, 10 μL de NFW (Nuclease Free 
Water), 1 μL do primer D2 (5'- ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG-3'), 1 μL do primer D3 
(5'-TCGGAAGGAACCAGCTACTA-3') (Al-Banna et al., 2004) e 0,5 μL de DNA genômico, 
totalizando um volume final de 25 μL. As condições de amplificação foram 94°C por 4 minutos 
(1 ciclo), 35 ciclos a 94°C por 1 minuto, 55 °C por 1,5 minuto, 72°C por 2 minutos, seguido por 
extensão final a 72°C por 10 minutos. Após a amplificação do DNA, 5 μL do produto da PCR 
foram utilizados para eletroforese, em tampão 1X TBE (Sambrook et al., 1989), em gel de 
agarose, a 1%, corado com brometo de etídio (0,02 µg/mL), visualizado em um transiluminador 
de luz UV e fotografado. 

Sequenciamento e identificação: O sequenciamento dos fragmentos amplificados da expansão 
D2/D3 foi realizado utilizando o kit Big Dye Terminator, fabricante Applied Biosystems - São 
Paulo/SP e foram realizados no Laboratório de Bioquímica Fitopatológica do Instituto Biológico, 
SP. 

Para cada reação, foi preparada uma mistura contendo 2 μL de reagente Big Dye, 3,2 μM do 
primer para o sentido anverso ou para o sentido reverso, 3,0 μL do produto previamente 
amplificado contendo aproximadamente 400 ng de DNA e 2,0 mL de água. A reação para 
sequenciamento foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante (Applied Biosystems). O 
produto amplificado foi purificado novamente, por precipitação, com isopropanol em microtubos. 
Após a desnaturação das amostras a 95ºC por 3 minutos, foi realizada eletroforese em aparelho 
ABI Prism 377 DNA Sequencer (Applied Biosystem).  
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As sequências obtidas foram alinhadas e comparadas com auxílio do software BioEdit 
Sequence Alignment Editor. As sequências de Metarhabditis obtidas foram comparadas às 
sequências de outras espécies de nematoides depositadas no banco de dados (GenBank, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov), para a identificação de similaridade, utilizando-se o programa 
BLASTN 2.2.19+ (Zhang et al. 2000). 

I.4.6.1.2 Análises filogenéticas 

Para essa etapa, foi utilizado inicialmente o programa CLUTALX v. 1.81 (Thompson et al., 
1997), para criação dos alinhamentos múltiplos entre as diferentes sequências dos fragmentos da 
expansão D2/D3 da região 28S rDNA das diferentes populações analisadas. Após o alinhamento, 
foi realizada uma edição manual através do programa GeneDoc (Nicholas et al., 1997), onde as 
colunas filogeneticamente não informativas foram excluídas das análises. As análises 
filogenéticas foram realizadas com o programa TREE-PUZZLE (Strimmer e Von Haeseler, 1996) 
e com os aplicativos do programa PHYLIP v.3.6ª, sub-rotina DNAML (Felsenstein e Churchill, 
1996). O programa TREE-PUZZLE estimou os seguintes parâmetros: taxa esperada de 
transição/transversão (Ts/Tv) e o parâmetro alfa associado à distribuição gama. O modelo original 
de substituição selecionado para as análises filogenéticas foi o F84 + G+I, de acordo com o 
programa DNAML, dentro do pacote PHYLIP. A espécie Oscheius myriophila foi selecionada 
como grupo externo. A árvore filogenética de máxima verossimilhança foi estimada com o 
aplicativo PHYLIP DNAML, sendo que as análises de bootstrap foram feitas a partir de 1000 
repetições, utilizando-se os aplicativos PHYLIP SEQBOOT e CONSENSE. 

I.4.6.2 Laboratório de genética da EV UFMG 

Nesta etapa do estudo foram analisados outros 121 espécimes de nematoides, sendo 38, 
escolhidos ao acaso, nas cinco populações estoque mantidas em cultura no laboratório de 
parasitoses e 83 selecionados nas culturas das fêmeas grávidas isoladas. 

Extração de DNA: Extraiu-se o DNA genômico utilizando-se o protocolo descrito por Sambrook 
et al. (1989) modificado: utilizou-se o tampão de digestão (Tris HCl 10 mM, EDTA 0,5 mM, 
NaCl 5M, SDS 2% e DTT 0,65M) e proteinase K. Em seguida adicionou-se 
fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1, v/v/v) e precipitou-se o DNA obtido com acetato 
de sódio 3M e etanol 100%. O pellet foi então lavado com etanol 70% e re-suspendido em tampão 
Tris-EDTA. As amostras foram incubadas, overnight, a -4ºC e, em seguida, a 56ºC por 30 
minutos. A avaliação da concentração e da pureza (razão absorbância A260/A280) do DNA 
extraído foi realizada por meio de espectrofotômetro NanoDrop. As amostras que possuíam o 
resultado da razão 260/280, superior a 1,80, foram consideradas puras. A integridade do DNA foi 
analisada por meio da realização de eletroforese em gel de agarose 1% com tampão TBE 1X. As 
amostras de DNA foram armazenadas em freezer a -20oC. 

Reação de PCR: Para a reação de PCR, foi utilizado o kit de PCR Go Taq® Hot Start Green 
Master Mix, fabricante Promega Corporation – São Paulo/SP. Em um tubo de microcentrífuga de 
0,2 mL, foi adicionado 12,5 μL do Go Taq®, com brometo de etídio (0,02 µg/mL) foi visualizado 
em um transiluminador de luz UV e fotografado. A região do gene nuclear de RNA ribosomal de 
28S foi amplificada utilizando os primers D2F (5’ – ACAAGTACCGTGAGGGAAAGTTG – 
3’) e D2R (5’ - TCGGAGGGAACCAGCTACTA – 3’) (adaptado de Tomazini et al., 2012). A 
PCR de 25µL foi feita utilizando-se 10,5 µL de água ultrapura, 6,25 µL de tampão 5x Colorless 
Go Taq Flexi (Promega, USA), 2,5 µL de MgCl2 25 mM (Promega, USA), 0,25 µL de cada primer 
(10 µM), 2,5 µL de cada dNTP (1 mM), 0,25 µL de DNA Polimerase GoTaq Hot Start (Promega) 
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(5 U/ µL) e 2,5 µL de DNA molde (50–100 ng/ µL). As condições da PCR no termociclador 
automático (Veriti– Life Technologies, USA) foram as seguintes: desnaturação inicial a 95ºC por 
7 min, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 94ºC por 60 s, anelamento a 55ºC por 60 s e extensão 
a 72ºC por 60 s, com uma etapa final de alongamento a 72ºC por 10 min (adaptado de Mráèek, 
2006). 

Sequenciamento e identificação: Os produtos de PCR (5 µL) foram visualizados em géis de 
agarose e selecionados para o sequenciamento. As sequências foram determinadas bi-
direcionalmente para pelo menos dois diferentes amplicons utilizando o kit BigDyeTerminator 
v.3.1 Cycle Sequencing no sequenciador automático de DNA ABI 3130 (ambos de Life 
Technologies, USA), de acordo com as instruções do fabricante. As sequências senso e anti-senso 
foram alinhadas e editadas usando o software SeqScape (LifeTechnologies). Estas também foram 
alinhadas e comparadas utilizando o software MEGA5 (Tamura et al., 2011). Foram realizadas 
buscas no GenBankTM para identificar a similaridade das sequências depositadas no site do 
National Center for Biotechnology Information utilizando o servidor de rede BLAST. 

I.4.7 Análises morfológicas e morfométricas 

I.4.7.1 Montagem de lâminas e morfometria em microscopia de luz (ML) 

Para as análises morfométrica e morfológica os nematoides, previamente fixados, foram 
diafanizados em lactofenol de Amann e montados entre lâmina e lamínula para observação em 
microscópio ótico Zeiss Standart 20, acoplado a uma câmara clara. Os desenhos foram realizados 
neste equipamento, escaneados e posteriormente vetorizados utilizando-se o software Corel Draw 
5.0. As imagens foram capturadas pelo sistema de digitalização de imagens (Olympus DP-030) 
acoplado ao microscópio de luz Olympus BX-51.  

Foram analisados nos espécimes de ambos os sexos comprimento total do corpo; largura do 
corpo (região média); comprimento e largura do estoma; comprimento do esôfago e comprimento 
da cauda. Nos espécimes machos analisaram-se os comprimentos do espículo esquerdo, do 
espículo direito e do gubernáculo. Com os dados acima foram calculados os valores clássicos de 
De Man (De Man, 1876, Cobb, 1914 e Thorne, 1949): a (relação entre o comprimento do corpo 
e a maior largura do corpo), b (relação entre o comprimento do corpo e a distância da extremidade 
anterior até a válvula esofágica-intestinal), c (relação entre o comprimento do corpo e o 
comprimento da cauda) para todos os espécimes. Nas fêmeas calculou-se ainda o V, que é a 
distância da vulva até a extremidade anterior em relação ao tamanho do corpo, representado em 
percentual. Posteriormente, com os resultados obtidos, calculou-se a média, o desvio padrão e a 
amplitude máxima de cada uma das características. 

Utilizou-se as chaves de identificação e os estudos de Andrássy (1983), Sudhaus (1974), 
Martins Jr. (1985), Carta e Osbrink (2005) Sudhaus (2011) e Asif et al. (2013) para a comparação 
entre espécies estudadas. 

I.4.7.2 Morfologia por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Para as imagens por MEV convencional, os nematoides, já fixados em solução de Karnovsk, 
foram lavados em PBS e posteriormente fixados em lamínulas recobertas com gelatina 1% (Sigma 
- Porcine Skin). Em seguida realizou-se a pós-fixação em tetróxido de ósmio (OsO4) 1%, 
ferrocianeto de potássio (K4 [Fe(CN)6]) 0,8% e cloreto de cálcio (CaCl2) 5 mM em água destilada 
por 40 minutos no escuro, à temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram lavadas em 
água destilada, desidratadas em série crescente de etanol (30%-100%) por 30 minutos em cada 
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etapa e secadas pelo método de ponto crítico em CO2 líquido. Finalmente as lamínulas foram 
coladas com a utilização de fita adesiva impregnada com carbono em suportes metálicos. As 
amostras secas, depois de montadas, foram recobertas com uma camada de aproximadamente 
15nm de espessura de ouro por 30 segundos e analisadas no MEV convencional FEI Quanta 250 
operados à 20 kV. 

I.5 RESULTADOS 

I.5.1  Análises moleculares para identificação dos nematoides  

I.5.1.1 Instituto Biológico  

Nos estudos moleculares realizados nesta etapa do presente trabalho, a amplificação e o 
sequenciamento da expansão D2/D3 do gene 28S do rDNA das cinco populações analisadas, 
forneceu duas sequências, uma no sentido anverso e outra no sentido reverso. Após o alinhamento 
das sequências, obteve-se uma sequência consenso com 531 pares de bases (pb). As cinco 
sequências deste fragmento de rDNA obtidas das populações de Minas Gerais foram idênticas 
entre si e também à sequência do mesmo fragmento da cultura DF5010 da espécie Metarhabditis 
blumi depositada no GenBank (acesso número EU195965.1), considerando e-value 0,0 e 
similaridade de 100% (Tabela I.1). De acordo com estes resultados, concluiu-se que todas os 
espécimes estudados pertenciam à espécie M. blumi (Sudhaus, 1985) Sudhaus 2011. As 
sequências das populações analisadas neste estudo foram depositadas no GenBank e receberam 
os códigos de acesso números KM233152-KM233156. 

Na tabela I.1 estão detalhados os resultados da comparação das sequências da expansão D2/D3 
da região 28S do rDNA das cinco populações de nematoides estudadas com as sequências de 
espécies de nematoides depositadas no Genbank. 
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Tabela I.1 Comparação da sequência da expansão D2/D3 da região 28S do rDNA da população 
Fz1 de Metarhabditis blumi proveniente de Teófilo Otoni, MG e das populações Fz2Gama, 

Fz2737, Fz2FGVI2 e Fz2Piso, provenientes de Itabira, MG, com as sequências de espécies de 
nematoides depositadas no banco de dados (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). 

 

Análise filogenética: Com o objetivo de se estudar a heterogeneidade e agrupamentos entre 
espécies do gênero Metarhabditis, foram incluídas no presente estudo filogenético as sequências 
da expansão D2/D3 da região 28S de várias espécies de Metarhabditis depositadas no GenBank, 
juntamente com as quatro populações de M. blumi provenientes do conduto auditivo de bovino 
(Fz1, Fz2Gama, Fz2737 e Fz2FGVI2) e daquela obtida da amostra coletada no piso do brete 
(Fz2Piso). No total foram 19 sequências analisadas. 

Após o alinhamento, todas as sequências da expansão D2/D3 apresentaram-se no tamanho de 
517pb, incluindo a sequência do O. miryophilla, utilizado como grupo externo. A partir do 
alinhamento das sequências de Rhabditis sp.e de Metarhabditis sp., produziu-se uma árvore 
filogenética (Figura I.2), onde verificou-se que todas as populações provenientes do conduto 
auditivo de bovino (Fz1, Fz2Gama, Fz2737 e Fz2FGVI2) ou do piso do brete (Fz2Piso) 
permaneceram no mesmo grupo que a espécie M. blumi, confirmando o agrupamento dos 
nematoides das amostras analisadas como M. blumi. 

Espécie % de identidade Código de acesso no Genbank

Metarhabditis blumi  strain DF5010 100 EU195965.1

Metarhabditis rainai  strain DF5091 82 EU195966.1

Rhabditis  sp. Tumian-2007 80 EU273599.1

Rhabditis  sp. Hy CM-2010 82 HM474859.1

Rhabditis dolichura 86 EF417150.1

Rhabditis sp. K CM-2010 81 HM474860.1

Rhabditis sp. BC7735 85 EU303298.1

Rhabditis  sp. DF5059 85 EU195964.1

Rhabditis terricola 85 EF417152.1

Rhabditis brassicae 85 EU195963.1

Rhabditis sp. SB347 76 EU195960.1

Rhabditis  sp. B CM-2010 84 HM474857.1

Rhabditis nidrosiensis 79 AM399067.1
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Figura I.2 Relação filogenética de espécies de Metarhabditis e de Rhabditis com a espécie M. blumi 
originárias do Brasil (Fz1, Fz2-Gama, Fz2-737, Fz2-FGVI2 e Fz2-Piso) e sua similaridade com populações 
obtidas do GenBank, baseada no alinhamento da sequência da região D2/D3 28S DNAr. A árvore 
filogenética de máxima verossimilhança foi estimada com o aplicativo PHYLIP DNAML. Oscheius 

myriophila foi utilizado como grupo externo. 

I.5.1.2 Laboratório de genética da EV UFMG 

Dos 38 espécimes analisados nesta etapa, obteve-se resultados da amplificação da expansão 
D2/D3 do gene 28S do rDNA de 34 deles. Produziu-se sequências com homologia de 99% com 
a sequência de M. blumi depositada no GenBank (acesso número EU195965.1). Com esses 
resultados, concluiu-se que todos os espécimes destas amostras pertenciam à espécie M. blumi 

(Sudhaus, 1985) Sudhaus 2011. 

Dos 83 espécimes originados das fêmeas grávidas analisados, obteve-se a sequência consenso 
de 54 deles. O tamanho médio das sequências da expansão D2/D3 obtidas após o alinhamento foi 
de 540pb. Ao serem comparadas com as sequências de outras espécies de nematoides depositadas 
no banco de dados (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), apresentaram maior similaridade 
com a mesma sequência da espécie M. blumi citada acima, com valores variando entre 94 a 99% 
e cobertura entre 98 e 100%. Os resultados de cada amostra encontram-se detalhados na Tabela 
I.2. 
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Tabela I.2 Resultados da comparação das sequências dos 54 espécimes provenientes do 
cultivo de fêmeas grávidas, oriundas da secreção auricular de quatro vacas da fazenda 1, 
Ipatinga - MG com a sequência da espécie M. blumi depositada no GenBank (acesso 
número EU195965.1). 

 

População Amostra Espécie Cobertura Identidade Código de acesso 

F3F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.35

F4F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.10

F9F Metarhabditis blumi 100% 98% EU195965.11

F9M Metarhabditis blumi 100% 97% EU195965.12

F13F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.33

F14F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.8

F15F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.36

F18F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.9

F18M Metarhabditis blumi 100% 98% EU195965.34

I23F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.19

I23M Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.20

I25F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.21

I25M Metarhabditis blumi 99% 97% EU195965.46

I27F Metarhabditis blumi 100% 97% EU195965.47

I27M Metarhabditis blumi 100% 98% EU195965.22

I28F Metarhabditis blumi 100% 98% EU195965.48

I30F Metarhabditis blumi 98% 96% EU195965.49

I30M Metarhabditis blumi 100% 98% EU195965.50

I33F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.51

I35F Metarhabditis blumi 100% 97% EU195965.52

I36F Metarhabditis blumi 100% 98% EU195965.53

I36M Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.54

I37M Metarhabditis blumi 100% 97% EU195965.55

F

I

G41F Metarhabditis blumi 100% 98% EU195965.37

G45F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.13

G46F Metarhabditis blumi 100% 95% EU195965.14

G46M Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.38

G53F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.39

G54M Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.18

G55M Metarhabditis blumi 99% 99% EU195965.45

G56M Metarhabditis blumi 100% 98% EU195965.40

G57F Metarhabditis blumi 100% 96% EU195965.41

G57M Metarhabditis blumi 100% 98% EU195965.42

G58F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.16

G58M Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.17

G59M Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.43

G

G61F Metarhabditis blumi 99% 98% EU195965.44

B62F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.23

B64F Metarhabditis blumi 100% 94% EU195965.24

B64M Metarhabditis blumi 100% 98% EU195965.1

B65F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.2

B67F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.3

B67M Metarhabditis blumi 100% 97% EU195965.25

B70F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.4

B71M Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.26

B72M Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.27

B74F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.28

B74M Metarhabditis blumi 100% 97% EU195965.5

B75F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.29

B75M Metarhabditis blumi 100% 97% EU195965.30

B76F Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.31

B76M Metarhabditis blumi 99% 94% EU195965.6

B77F Metarhabditis blumi 98% 98% EU195965.7

B77M Metarhabditis blumi 100% 99% EU195965.32

B
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I.5.2 Análises morfológicas para identificação específica 

Nas amostras coletadas dos bovinos das fazendas 1 e 2, tanto nas cultivadas quanto nas a 
fresco, foram encontrados parasitos das espécies M. freitasi e M costai, identificados neste estudo 
como MfMG2015 e McMG2015, respectivamente (Tabela I.3, I.4 e I.5). Foi encontrado também 
um outro nematoide do qual não foi possível concluir o diagnóstico diferencial e, portanto, será 
apenas citado neste estudo. O diagnóstico diferencial de fêmeas das duas espécies foi dificultado 
diante da grande semelhança existente entre os espécimes deste sexo. Apenas o material do cultivo 
das fêmeas grávidas permitiu a identificação de fêmeas da espécie M. freitasi. Diante da limitação, 
foram estudados exemplares machos das duas espécies por ML e MEV e as fêmeas apenas por 
ML.  

Os resultados demonstraram que os parasitos coletados diretamente na secreção auricular dos 
animais eram morfologicamente semelhantes aos espécimes que foram cultivados no laboratório 
EV UFMG em meio de cultura ágar sangue. A identificação das espécies foi feita a partir do 
estudo de características morfológicas citadas em chaves de classificação utilizadas em 
publicações mencionadas na metodologia. Considerou-se mais um caractere taxonômico para os 
machos, baseado na relação entre o comprimento total da cauda e a largura do primeiro terço do 
tronco dorsal, como um parâmetro diferencial para as duas espécies já identificadas em relação à 
terceira que será estudada em pesquisa posterior. Apenas exemplares machos da espécie M. blumi 
da amostra importada do CGC foram analisados sob ML e MEV e os resultados obtidos foram 
comparados com os dados das espécies M. costai e M. freitasi identificadas neste estudo. Nas 
amostras estudadas não foram encontrados espécimes com características morfológicas que se 
assemelhassem à descrição da espécie M. blumi. 

Os resultados das análises morfométricas dos nematoides machos coletados no CAE dos 
animais com sinais clínicos de otite e da espécie M. blumi obtidos na amostra importada do CGC, 
estão representados na Tabela I.3 

As medidas das características morfológicas dos machos das duas espécies identificadas neste 
estudo e da espécie M. blumi (DF5010), cuja amostra foi enviada pelo CGC, estão detalhadas na 
Tabela I.4. Adicionou-se à estas, os dados das descrições das espécies M. costai, M. freitasi e M. 
blumi, publicadas por Sudhaus (1974), Martins Jr. (1985) e Carta e Osbrink (2005) para 
comparação.  
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Tabela I.3 Comparações das medidas das características anatômicas dos espécimes machos das 
espécies Metarhabditis freitasi, M. costai coletadas da secreção auricular de bovinos com otite 
parasitária nas fazendas 1 e 2, localizadas nos municípios de Teófilo Otoni e Itabira - MG e da 
M. blumi da cultura DF5010 mantida no CGC - USA. Todas as mensurações estão em μm e 
representadas pelas médias e desvio padrão, seguidas pelos intervalos obtidos (nos parêntesis). 

  

Mc MG15 Mf MG15 DF5010*
Machos n = 10 Machos n = 10 Machos n = 10

Comprimento total 
1059,2 ± 82,2                                  

(993,7 - 1221,0)
971,2 ± 87,0                                  

(861,2 - 1070,0)
945,4 ± 129,3                                                       

(725,6 - 1089,7)

Largura máxima
52,2 ± 6,6                                                

(43,5 - 63,5)
59,0 ± 7,9                                                  

(51,3 - 74,2)
52,9 ± 5,2                                                                               

(43,6 - 63,8)

Estoma (Comprimento)
23,8 ± 2,7                                      

(19,0 - 27,2)
26,0 ± 2,1                                             

(24,3 - 30,6)
24,8 ± 2,2                                           

(22,4 - 27,6)

Estoma (Largura)
4,2 ± 1,0                                             
(3,2 - 5,6)

4,2 ± 0,6                                                              
(3,2 - 5,0)

4,6 ± 0,5                                                       
(3,6 - 5,2)

Esôfago SE
190,1 ± 12,0                              

(183,1 - 213,7)
205,8 ± 14,8                                                   

(172,6 - 215,3)
180,2                                                    

(138,3 - 205,1)

Esôfago T
214,7 ± 12,3                              

(183,1 - 213,7)
231,8 ± 15,9                                                   

(198,3 - 261,7)
206,8 ± 20,6                                                   

(169,8 - 232,7)                              

Espículo esquerdo
38,9 ± 4,6                                      

(33,4 - 44,8)
40,6 ± 2,7                                                  

(33,9 - 43,1)
43,4 ± 2,7                                              

(40,6 - 45,8)

Espículo direito
42,2± 5,4                                      

(34,7 - 50,6)
40,6 ± 3,3                                             

(32,8 - 44,7)
41,2 ± 2,9                                            

(37,6 - 45,5)

Espículos
40,4 ± 4,8                                     

(34,0 - 47,7)
-

41,8 ± 2,5                                                        
(39,1 - 45,6)

Gubernáculo
26,2 ± 0,3                                           

(26,5 - 26,0)
24,6 ± 2,5                                          

(21,8 - 26,6)
28,8 ± 3,5                                                         

(26,3 - 31,3)

Cauda
41,8 ± 1,1                                     

(40,5 - 43,7)
43,8 ± 4,8                                           

(37,6 - 48,9)    
56,8 ± 8,1                                                    

(40,0 - 70,0)

Cauda PB
1,4 ± 0,2                                                      
(1,1 - 1,7)

7,8 ± 1,5                                                                 
(6,0 - 9,8)

15,3 ± 2,1                                                   
(14,0 - 19,2)

Cauda/LTD
4,0 ± 0,4                                           
(3,8 - 4,5)

5,0 ± 0,6                                                                  
(4,5 - 5,6)

7,3 ± 1,4                                                       
(4,5 - 8,3)

Razões de De Man a
20,4 ± 1,3                                                    

(19,2 - 22,8)
16,7 ± 3,0                                                    

(12,7 - 21,8)
17,9 ± 1,8                                       

(15,6 - 20,7)

Razões de De Man b
4,9 ± 0,2                                                               
(4,7 - 5,1)

4,2 ± 0,4                                                         
(3,6 - 4,8)

4,5 ± 0,3                                               
(4,1 - 5,0)

Razões de De Man c
25,0 ± 2,2                                                                  

(22,8 - 29,2)
22,3 ± 2,2                                                    

(18,8 - 27,2)
16,5 ± 1,8                                          

(14,4 - 19,2)

Distribuição papilas 1+1+1/3+2+F 1+1+1/3+2+F 1+1+1/3+2+F

* Cultura de M. blumi DF5010 mantida no Caenorhabditis  Genetics Center  (CGC)- University of Missouri - USA 
e usadas como espécie modelo.

Legenda: Comprimento do esôfago (Esôfago SE); Comprimento do esôfafo desde o início do estoma até o final do
bulbo (Esôfago T); Comprimento da cauda até a cloca (Cauda); Comprimento da cauda até o trémino da bursa
(Cauda PB); razão entre o comprimento da cauda e a largura do primeiro terço do tronco dorsal (Cauda/LTD).

Razões de De Man: a: comprimento do corpo/ largura máxima do corpo; b: comprimento do corpo/esôfago T e c:
comprimento do corpo/cauda. Todas as mensurações estão em μm e representadas pelas médias desvio padrão,
seguidas pelos intervalos obtidos (nos parêntesis).

Características (μm)
M . costai M. freitasi M . blumi
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Tabela I.4 Comparações das medidas das características anatômicas dos espécimes machos coletados da secreção auricular de bovinos com otite parasitária nas fazendas 
1 e 2, localizadas nos municípios de Teófilo Otoni e Itabira - MG, com as descrições das espécies Metarhabditis freitasi, M. costai e M. blumi encontradas na literatura. 
Todas as mensurações estão em μm e representadas pelas médias e desvio padrão, seguidas pelos intervalos obtidos (nos parêntesis). 

Mc MG15 Martins, 1985 Asif et al., 2013 Mf MG15 Martins, 1985 DF5010* Sudhaus, 1974 Carta e Osbrink, 2005

Machos n = 10 Machos n = 10 Machos n = 7 Machos n = 10 Machos n = 10 Machos n = 10 Machos n = 10 Machos n = 10

Comprimento total 
1059,2 ± 82,2                   

(993,7 - 1221,0)
1012,0 ± 150,0                             
(844,0 - 1175,0)

777,8 ± 136,3                        
(608,0 - 1058,0)

971,2 ± 87,0                            
(861,2 - 1070,0)

1235,0 ± 135,0                       
(1035,0 - 1405,0)

945,4 ± 129,3                            
(725,6 - 1089,7)

                                                             
(995 - 1415)

1381,0 ± 292,0                 
(1102,0 - 1758)

Largura máxima
52,2 ± 6,6                             

(43,5 - 63,5)
64,0 ± 11,0                                 
(51,0 - 79,0)

32,1 ± 12,0                                    
(27,0 - 42,0)

59,0 ± 7,9                                       
(51,3 - 74,2)

73,0 ± 10,0                                   
(54,0 - 88,0)

52,9 ± 5,2                                       
(43,6 - 63,8)

                                                            
(49,0 - 68,0)

66,0 ± 18,0                             
(43,0 - 86,0)

Estoma (Comprimento)
23,8 ± 2,7                                      

(19,0 - 27,2)
-

34,1 ± 2,2                                    
(30,0 - 38,0)

26,0 ± 2,1                                     
(24,3 - 30,6)

19,7 ± 2,8                                       
(17,4 - 23,9)

24,8 ± 2,2                                    
(22,4 - 27,6)

                                                   
(25,0 - 27,0)

29,0 ± 5,0                                      
(22,0 - 36,0)

Estoma (Largura)
4,2 ± 1,0                                     
(3,2 - 5,6)

-
3,2 ± 0,2                                   
(3,0 - 3,5)

4,2 ± 0,6                                
(3,2 - 5,0)

-
4,6 ± 0,5                                            
(3,6 - 5,2)

                                                                   
(3,0 - 5,0)

24,0 ± 2,0                               
(22,0 - 26,0)

Esôfago SE
190,1 ± 12,0                              

(183,1 - 213,7)
192,0 ± 6,0                                       

(183,0 - 198,0)
-

205,8 ± 14,8                     
(172,6 - 215,3)

163,0 ± 16,0                                      
(146,0 - 193,0)

180,2 ± 21,4                                
(138,3 - 205,1)

- -

Esôfago T
214,7 ± 12,3                              

(183,1 - 213,7)
- -

231,8 ± 15,9                     
(198,3 - 261,7)

- 225,0 ± 21,4                                - -

Espículo esquerdo
38,9 ± 4,6                                      

(33,4 - 44,8)
40,0 ± 5,5                                   

(32,0 - 43,0)
-

40,6 ± 2,7                                     
(33,9 - 43,1)

47,0 ± 4,3                                     
(43,0 - 52,0)

43,4 ± 2,7                                       
(40,6 - 45,8)

- -

Espículo direito
42,2± 5,4                                      

(34,7 - 50,6)
40,0 ± 6,0                                   

(33,0 - 50,0)
-

40,6 ± 3,3                                    
(32,8 - 44,7)

45,0 ± 5,5                                     
(35,0 - 52,0)

41,2 ± 2,9                                       
(37,6 - 45,5)

- -

Espículos
40,4 ± 4,8                                     

(34,0 - 47,7)
                                                              

(33,0 - 50,0)
34,1 ± 2,3                                       

(30,0 - 38,0)
- -

41,8 ± 2,5                                          
(39,1 - 45,6)

                                                               
(45,0 - 51,0)

54,0 ± 5,0                                         
(48,0 - 63,0)

Gubernáculo
26,0                                       

(26,0)
21,0 ± 1,9                                     

(20,0 - 24,0)
14,0 ± 1,6                                       

(12,0 - 16,0)
24,6 ± 2,5                                      

(21,8 - 27,6)
20,0 ± 1,6                                        

(17,0 - 22,0)
28,8 ± 3,5                                      

(26,3 - 31,3)
                                                                 

(16,0 - 227,0)
27,0 ± 6,0                                         

(20,0 - 31,0)

Cauda
41,8 ± 1,1                                     

(40,5 - 43,7)
37,0 ± 2,8                                      

(35,0 - 42,0)
41,8 ± 1,1                                        

(40,5 - 43,7)
43,8 ± 4,8                                    

(37,6 - 48,9)
41,0 ± 7,0                                         

(35,0 - 48,0)
56,8 ± 8,1                                        

(40,0 - 70,0)
                                                              

(50,0 - 66,0)
59,0 ± 10,0                                       
(46,0 - 73,0)

Cauda PB
1,4 ± 0,2                                   
(1,1 - 1,7)

- -
7,8 ± 1,5                                    
(6,0 - 9,8)

- - - -

Cauda/LTD
4,0 ± 0,4                                   
(3,8 - 4,5)

- -
5,0 ± 0,6                                   
(4,5 - 5,6)

- - - -

Razões de De Man a
20,4 ± 1,3                                      

(19,2 - 22,8)
16,1 ± 1,4                                      

(14,0 - 17,0)
21,2 ± 2,3                                      

(17,0 - 26,4)
16,7 ± 3,0                                       

(12,7 - 21,8)
17,2 ± 3,1                                         

(14,0 - 25,5)
17,9 ± 1,8                                       

(15,6 - 20,7)
                                                                 

(17,3 - 22,3)
16,0 ± 3,0                                           

(12,0 - 20,0)

Razões de De Man b
4,9 ± 0,2                                          
(4,7 - 5,1)

 5,3 ± 0,8                               
(4,4 - 6,7)

4,2 ± 0,5                                             
(3,6 - 5,5)

4,2 ± 0,4                                   
(3,6 - 4,8)

 7,6 ± 0,8                                           
(6,7 - 9,1)

4,5 ± 0,3                                               
(4,1 - 5,0)

                                                                    
(4,2 - 5,9)

5,0 ± 1,0                                                  
(3,0 - 6,0)

Razões de De Man c
25,05 ± 2,2                      

(22,8 - 29,2)
27,1 ± 3,9                                      

(23,2 - 34,2)
26,6 ± 4,2                                    

(20,7 - 33,2)
22,3 ± 2,2                                         

(18,8 - 27,2)
30,3 ± 5,1                                         

(23,9 - 39,5)
16,5 ± 1,8                                          

(14,4 - 19,2)
                                                                     

(17,0 - 27,0)
17,0 ± 4,0                                             

(12,0 - 24,0)

Distribuição papilas 1 + 1/1/3 + 2 + F 1+1+1( )+3+ 2 + F 1 + 1/1/3 + 2 + F 1+1 + 1 /3 +2+F 1+1+1( )+3+ 2 + F 1+1+1/3+2+F 1+1+1/3+2+F -

Legenda: Comprimento do esôfago (Esôfago SE); Comprimento do esôfafo desde o início do estoma até o final do bulbo (Esôfago T); Comprimento da cauda até a cloca (Cauda); Comprimento da cauda até o trémino da bursa (Cauda PB); razão
entre o comprimento da cauda e a largura do primeiro terço do tronco dorsal (Cauda/LTD). Razões de De Man: a: comprimento do corpo/ largura máxima do corpo; b: comprimento do corpo/esôfago T  e c: comprimento do corpo/cauda. Todas as 

mensurações estão em μm e representadas pelas médias  desvio padrão, seguidas pelos intervalos obtidos (nos parêntesis).

* Cultura  DF5010 de M. blumi mantida no Caenorhabdit is Genetics Center - University of Missouri - USA e usadas como espécie modelo para comparação com as espécies descritas neste estudo.

Características (μm)

M . blumiM. freitasi M . costai
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Na Tabela I.5 estão detalhadas as medidas das fêmeas de M. freitasi isoladas das amostras 
deste estudo e também as medidas das fêmeas da espécie M. costai descritas por Martins Jr. (1985) 
e por Asif et al. (2013) e da espécie M. blumi descrita por Sudhaus (1974) e por Carta e Osbrink 
(2005) para comparação. 

Tabela I.5 Comparações das medidas das características anatômicas dos espécimes fêmeas, coletados da 
secreção auricular de bovinos com otite parasitária nas fazendas 1 e 2, com as descrições das espécies 
Metarhabditis freitasi, M. costai e M. blumi encontradas na literatura. Todas as mensurações estão em μm 
e representadas pelas médias e desvio padrão, seguidas pelos intervalos obtidos (nos parêntesis). 

 

  

Mf MG15 Martins Jr., 1985 Martins Jr., 1985 Asif et al., 2013 Sudhaus, 1974 Carta e Osbrink, 2005 *

Fêmeas n = 4 Fêmeas n = 10 Fêmeas n = 10 Fêmeas n = 8 Fêmeas n = 10 Fêmeas n = 10

Comprimento total do corpo
1014,8 ± 124,5 
(838,7 - 1118,6)

1530 ± 155,0 
(1253,0 - 1714,0)

1160 ± 112,0              
(974,0 - 1305,0)

859,0 ± 65,8                
(791,0 - 978,0)

-                            
(1324 - 1819)

1381,0 ± 292,0              
(1102,0 - 1758,0)

Maior diametro do corpo
62,5 ± 7,0          

(52,4 - 67,8)
98,0 ± 13,0             

(73,0 - 117,0)
72,0 ± 9,9               

(53,0 - 86,0)
42,3 ± 2,8             

(38,0 - 46,0)
 -                           

(48,0 - 52,0)
92,0 ± 34,0                                

(57,0 - 152,0)

Estoma (Comprimento)
26,4 ± 3,3            

(23,4 - 30,4)
21,0 ± 2,0              

(19,0 - 26,0)
24,0 ± 1,7           

(22,0 - 26,0)
24,3 ± 2,6                

(21,0 - 29,0)
-                            

(29,0 - 35,0)
29,0 ± 5,0                                  

(22,0 - 36,0)

Estoma (Largura)
3,6 ± 0,3               

(3,1 - 4,4)
4,2 ± 0,6               

(3,5 - 5,2)
3,4 ± 0,8              

(2,6 - 4,3)
3,9 ± 0,8               
(3,0 - 5,0)

-                                
(3,0 - 5,0)

5,1 ± 0,7                                    
(3,8 - 5,7)

Esôfago
200,0 ± 8,0             

(192,0 - 210,3)
201,0 ± 25,0        

(176,0 - 262,0)
211,0 ± 11,0        

(191,0 - 224,0)
- - -

Cauda
114,4 ± 36,5               

(70,2 - 180,6)
132,0 ± 15,0            

(112,0 - 154,0)
96,0 ± 8,0               

(87,0 - 113,0)
74,8 ± 14,5              

(60,0 - 93,0)
-                           

(156- 221)
129,0 ± 39,0                            

(89,0 - 221,0 )

Ovos (Comprimento)
50,7± 10,3             

(31,3 - 66,0)
50,0 ± 6,7              

(44,0 - 66,0)
- - - -

Ovos (Largura)
28,7 ± 3,5             

(23,5 - 35,0)
33,0 ± 3,3             

(26,0 - 32,0)
- - - -

Razões de DE MAN a
16,2 ± 4,8          

(13,5 - 27,3)
15,7 ± 1,7              

(13,3 - 18,1)
16,4 ± 2,0             

(13,2 - 19,8)
20,3 ± 1,3               

(18,2 - 22,7)
-                             

(18,0 - 23,0)
15,9 ± 2,8                         

(11,0 - 20,0)

Razões de DE MAN b
4,5 ± 0,6                     

(4,0 - 5,9)
7,6 ± 1,9              

(6,5 - 8,5)
5,5 ± 0,4                

(5,0 - 6,0)
4,3 ± 0,4                 
(3,7 - 4,7)

-                              
(5,0 - 6,0)

6,1 ± 0,8                            
(5,3 - 7,2)

Razões de DE MAN c
8,8 ± 2,8              

(7,8 - 14,5)
11,7 ± 1,7                
(8,2 - 14,1)

11,7 ± 1,7                      
(8,2 - 14,1)

11,7 ± 1,6               
(9,3 - 13,6)

-                            
(7,0 - 10,0)

11,1 ± 2,2                          
(7,7 - 14,8)

V (%)
52,2 ± 6,1            

(42,9 - 65,4)
 52,0 ± 16,0               
(50,0 - 56,0)

 51,3 ± 3,1                   
(45,0 - 55,4)

- -
53                                                   

(49 - 57)

Características (μm)

M. blumiM. costai

* Cultura  DF5010 de M. blumi mantida no Caenorhabditis Genetics Center - University of Missouri - USA e usadas como espécie modelo para comparação com as espécies descritas 
neste estudo.

M . freitasi

Legenda: Comprimento do esôfago (Esôfago SE); Comprimento do esôfafo desde o início do estoma até o final do bulbo (Esôfago T); Comprimento da cauda até a cloca (Cauda);
Comprimento da cauda até o trémino da bursa (Cauda PB); razão entre o comprimento da cauda e a largura do primeiro terço do tronco dorsal (Cauda/LTD). Razões de De Man: a:

comprimento do corpo/ largura máxima do corpo; b: comprimento do corpo/esôfago T e c: comprimento do corpo/cauda. Distancia da vulva até a extremidade anterior,
representado em percentual desta proporção em relação ao tamanho do corpo. Distancia da vulva até a extremidade anterior, representado em percentual desta proporção em

relação ao tamanho do corpo. V%: Distancia da vulva até a extremidade anterior, representado em percentual desta proporção em relação ao tamanho do corpo. Todas as
mensurações estão em μm e representadas pelas médias  desvio padrão, seguidas pelos intervalos obtidos (nos parêntesis).
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I.5.2.1 Metarhabditis costai (Martins Jr., 1985) Sudhaus 2011 

Foram estudados seis espécimes machos de M. costai por meio de microscopia de luz (Tabelas 
I.3 e I.4) e eletrônica de varredura observando-se as seguintes características: comprimento médio 
do corpo variando em 1059,2 ± 82,2 μm (993,7- 1221 μm) com largura máxima de 52,2 ± 6,6 μm 
(43,5 - 63,5 μm). Na extremidade anterior destaca-se a abertura bucal com formato triangular, 
ladeada por três lábios, um dorsal, com quatro papilas labiais e dois latero-ventrais com três 
papilas. Como característica importante destaca-se uma ligeira depressão mediana em cada um 
dos lábios que pode ser confundida com uma separação completa. O estoma é retilíneo com 4,2 
± 1,0 μm (3,2 - 5,6 μm) de largura e comprimento de 23,8 ± 2,7 μm (19-27,2), dos quais a metade 
é recoberta pelo colar esofaríngeano. O aparato glotóide é bem evidente, localizado no limite entre 
o estoma e o esôfago, cujo comprimento foi de 190,1 ± 12 μm (183,1-213,7 μm). Na região 
posterior os espículos robustos são bem evidentes e apresentam a ponta em forma de flecha, 
perceptível à MEV. O espículo do lado direito é ligeiramente maior que o do lado esquerdo e o 
comprimento médio dos dois é de 40,4 ± 4,8 μm (34-47,7 μm). Ambos são sustentados pelo 
gubernáculo que tem formato de calha e comprimento de 26,2 ± 0,3 μm (26- 26,5 μm). A estrutura 
característica desta espécie é a bursa, que é do tipo leptoderana, com formato bem arredondado 
recobrindo as papilas, os fasmídeos e a porção proximal da cauda (Figuras I.4 e I.5). As papilas 
genitais são distribuídas em oito pares localizados ao longo da bursa. O primeiro par é 
ligeiramente menor que os outros sete e se encontra isolado dos demais, localizado próximo à 
linha mediana dos espículos. Os dois pares seguintes estão ligeiramente afastados entre si, sendo 
que o terceiro par está localizado na mesma linha da abertura da cloaca. O quarto, o quinto e o 
sexto par estão localizados bem próximos entre si e afastados dos demais. Pelas imagens de MEV 
(Figura I.6) é possível verificar que o quinto par de papilas se projeta dorsalmente na bursa. Os 
dois últimos pares estão bem próximos entre si e afastados dos três anteriores. O comprimento do 
sétimo e oitavo pares é ligeiramente menor se comparado com o das outras papilas, com exceção 
do primeiro par. Os fasmídeos são pequenas estruturas tubulares, localizadas logo após as últimas 
papilas. As papilas e fasmídeos são assim distribuídos: 1+1/1/3+2+F. A cauda, curta e estreita, 
tem comprimento total de 41,8 ± 1,1 μm (40,5 - 43,7 μm). A projeção, a partir da porção terminal 
da bursa, é curta, variando de 1,1 a 1,7 μm, o que dificulta a sua visualização. O diâmetro do 
primeiro terço anterior da cauda variou de 9,2 a 11,9 μm. As razões de De Man foram: a= 20,4 ± 
1,3 (19,2 - 22,8), b= 4,9 ± 0,2 (4,7 - 5,1) e c= 25 ± 2,2 (22,8 - 29,2). 
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Figura I.3 Esquema baseado em imagens obtidas em microscopia de luz, mostrando a 
morfologia dos machos do Metarhabditis costai. 
Legenda: A: Visão geral do corpo; B: Extremidade anterior, mostrando o estoma e a 
porção inicial do esôfago; C: Extremidade posterior em visão lateral, mostrando o 
contorno da bursa, os espículos e o gubernáculo. D: Extremidade posterior, em visão 
ventral, mostrando os espículos, distribuição das papilas e a morfologia da bursa 
copuladora. 

  

C
aracciolo (2015) 
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Figura I.4 Imagens de microscopia de luz de machos de M. costai. 
Legenda: A - Região anterior mostrando o estoma, o colar esofagiano e o aparato glotóide; B - Extremidade 
posterior em visão ventral, mostrando a bursa, a distribuição das papilas e os espículos; C - Visão lateral da 
extremidade posterior mostrando a bursa em orientação lateral e a distribuição das papilas genitais; D - 
Detalhe da região terminal da bursa, mostrando os últimos pares de papilas genitais, destacando os pares 
pós-cloacais e a proximidade entre o quarto e o quinto par. 
  

C
aracciolo (2015) 
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Figura I.5 Imagens de microscopia eletrônica de varredura de machos de Metarhabditis costai. 
Legenda: A - Imagem da extremidade anterior com destaque para o lábio dorsal (LD) e dois latero-
ventrais (LV); B - Extremidade anterior, com destaque para a abertura triangular, os dois anfídeos 
(a). As setas mostram as quatro papilas do lábio dorsal e as três de cada lábio latero-ventral; C -
Imagem lateral da bursa com os espículos projetados e os primeiros pares de papilas; D - Detalhe 
da região distal dos espículos, mostrando a morfologia da ponta em forma de seta ou flecha; E -
Imagem da face dorsal da bursa com destaque para a orientação dorsal do quinto par de papilas. 

C
aracciolo (2015) 
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I.5.2.2 Metarhabditis freitasi (Martins Jr., 1985) Sudhaus 2011. 

Os dez exemplares machos desta espécie foram isolados das amostras de secreção auricular 
coletadas nas fazendas 1 e 2 e de material cultivado no laboratório os quais foram analisados sob 
microscopia de luz e eletrônica de varredura (Figuras I.9, I.10 e I.11). As fêmeas, em número de 
quatro, foram obtidas a partir das culturas de fêmeas grávidas e analisadas sob microscopia de 
luz. (Figuras I.7 e I.8). 

As medidas principais foram: tamanho do corpo da fêmea 1014,8 ± 124.5 μm (838,7-1118,6 
μm) de comprimento e 63,1 ± 23,0μm (44,4-110,9 μm) de largura, enquanto os machos são 
menores e têm corpo com 971,2 ± 87 μm (861,2-1070 μm) de comprimento total e 59 ± 7,9 μm 
(51,3-74,2 μm) de largura. Na extremidade anterior dos espécimes de ambos os sexos observa-se 
o estoma tubular, recoberto, a partir da sua porção mediana, pelo colar esofagiano. O 
comprimento do estoma é de 24,5 ± 2,2 μm (22,2-29,4 μm) nas fêmeas e de 26,0 ± 2,1 μm (24,3-
30,6 μm) nos machos. A abertura do estoma tem formato triangular e é ladeado por três lábios 
delicados, um dorsal e dois latero-ventrais. Ao MEV foi possível visualizar próximo à eles, 
papilas sensoriais, duas de cada lado do lábio dorsal e três ao lado de cada lábio latero-ventral. E 
ainda, dois anfídeos, órgãos sensoriais de formato arredondado, localizados entre o lábio dorsal e 
os dois latero-ventais, separando a face dorsal da ventral. O esôfago, cuja porção inicial é retilínea, 
apresenta ligeiro estreitamento na porção mediana, caracterizando o istmo que é circundado pelo 
anel nervoso. Na sua porção distal é bem evidente a dilatação da parede com a formação do bulbo 
esofágico de formato globoso. Nas fêmeas o esôfago mede 200 ± 8 μm (192-210,3 μm) de 
comprimento e 18,8 ± 3,4 μm (15-22 μm) de largura e nos machos esta estrutura mede 205,8 ± 
14,8 μm (172,6-215,3 μm) de comprimento e 39,6 ± 2,9 μm (35,4 - 42,9 μm) de largura na região 
média. 

 



31 
 

Figura I.6 Esquema baseado em imagens obtidas por microscopia de luz mostrando a 
morfologia das fêmeas de M. freitasi. 

Legendas: A - Visão geral da morfologia do corpo, mostrando o esôfago, anel nervoso, 
distribuição dos ovos e a abertura da vulva e do ânus; B - Extremidade anterior, 
mostrando o estoma, colar esofagiano, o aparato glotóide e a porção inicial do esôfago; 
C - Extremidade posterior mostrando a abertura do ânus e a terminação afilada da cauda; 
D - Ovo não embrionado e embrionado 

  

C
aracciolo (2015) 
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Figura I.7 Imagens de microscopia de luz de fêmeas de M. freitasi.  
Legendas: A - Visão geral do corpo, posicionado lateralmente, mostrando estruturas internas e ovos; 
B - Extremidade anterior, mostrando o estoma, a abertura oral, o colar esofagiano e o aparato 
glotóide; C - Região final do esôfago, mostrando a parte distal do istmo e o bulbo esofágico (BE); 
D - Região média do corpo, exibindo ovos e dentre eles um embrionado; E- Detalhe da abertura da 
vulva; F - Extremidade posterior, mostrando a abertura do ânus e a terminação afilada da cauda.  

  

C
aracciolo (2015) 
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Na porção distal do corpo dos machos está localizado o par de espículos em forma de foice. 
Logo após a sua base observa-se um curto adelgaçamento que logo depois se alarga até a porção 
medial, onde verifica-se a maior largura dos espículos. Daí eles vão se estreitando até a ponta em 
forma de flecha. Eles medem 40,6 ± 3,7 μm (33,9-44,7 μm) de comprimento e localizam-se sobre 
o gubernáculo, que mede 24,6 ± 2,5 (21,8-26,5 μm) de comprimento. A cauda tem comprimento 
total de 43,8± 4,8 μm (37,6-48,9 μm) e a maior largura é 8,7 ± 1 μm (7-9,8 μm). A porção que se 
projeta logo após o final da bursa mede 7,8 ± 1,5 μm (6-9,8 μm) de comprimento e é bem delgada 
desde o final da bursa até sua porção terminal. O diâmetro do primeiro terço anterior da cauda é 
de 8,7 ± 1 μm (7-9,8 μm). A bolsa copuladora leptoderana, é fechada na porção proximal de 
formato triangular. Na porção distal ela termina de forma abrupta, logo após o pequeno par de 
fasmídeos, formando uma depressão de cada lado da projeção externa da cauda. As papilas 
genitais e os fasmídeos estão distribuídos na seguinte configuração: 1+1 + 1/2/1 +2+F. O 
primeiro, o segundo e o terceiro par de papilas genitais estão igualmente separados entre si. 
Enquanto o primeiro e o segundo pares se localizam antes da cloaca, o terceiro está na mesma 
linha da abertura dela. O quarto e o quinto pares de papilas estão bem próximos entre si e 
ligeiramente afastados do sexto par, que está distante dos dois últimos pares posicionados bem 
próximos um do outro. Pelas imagens do MEV é possível visualizar que o sétimo par de papilas 
é o único que se projeta dorsalmente na bursa. As razões de De Man dos espécimes machos são: 
a= 16,7 ± 3 μm (12,7 - 21,8 μm), b= 4,2 ± 0,4 μm (3,6-4,8 μm) e c= 22,3 ± 2,2 μm (18,8-27,2 
μm). 

As fêmeas desta espécie têm o corpo fusiforme, estreito na região do aparelho bucal e que vai 
se espessando gradativamente até atingir a largura máxima na região da vulva, que se localiza 
próximo à metade do comprimento do corpo. A partir deste ponto o corpo novamente vai se 
estreitando, a princípio de forma suave, até chegar ao ânus. Daí em diante a espessura do corpo 
diminui bastante até a cauda que tem forma de um cone e é bem afilada. O poro excretor está 
localizado na mesma linha do istmo. Por microscopia de luz foi possível observar o útero 
contendo ovos embrionados de parede espessa com 54 ± 6,1 μm (49-59,9 μm) de comprimento e 
.33,4 ± 4,1 μm (29,7-39,4 μm) de largura. A cutícula das fêmeas tem aspecto mais liso que a dos 
machos e apresenta espessura média de 1 μm. À MEV, foi possível perceber que nos indivíduos 
de ambos os sexos, a cutícula é mais lisa na região apical da extremidade anterior. Ao longo do 
corpo são observadas finas estriações transversais e dois conjuntos de quatro linhas longitudinais, 
delimitando as porções dorsal e ventral. 
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Figura I.8 Esquema baseado em imagens obtidas por microscopia de luz mostrando a 
morfologia dos machos do Metarhabditis freitasi. 
Legendas: A - Visão geral do corpo posicionado lateralmente, mostrando o esôfago, anel 
nervoso e a dobra da alça testicular; B - Extremidade anterior, mostrando o estoma, o 
aparato glotóide e a porção inicial do esôfago; C- Extremidade posterior em visão lateral 
mostrando o gubernáculo; D - Extremidade posterior em visão ventral mostrando o 
contorno da bursa, os espículos, a distribuição das papilas genitais e a projeção do 
apêndice caudal na região pós-bursa. 

C
aracciolo (2015) 
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Figura I.9 Imagens de microscopia de luz dos machos de M. freitasi. 
Legendas: A - Imagem do corpo posicionado lateralmente, mostrando o esôfago, anel nervoso e a 
dobra da alça testicular; B - Imagem da extremidade anterior, mostrando o estoma, o aparato 
glotóide e a porção inicial do esôfago; C e D - Extremidade posterior em visão lateral e ventral, 
respectivamente, mostrando o contorno da bursa, os espículos, o gubernáculo (seta), distribuição 
das papilas genitais (PG5 e PG7). Destaque para a projeção do apêndice caudal na região pós-
bursa. 

  

C
aracciolo (2015) 
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Figura I.10 Imagens de MEV de machos de M. freitasi. Legendas: A  Extremidade anterior 
mostrando a abertura oral triangular, uma par de anfídeos (a), um lábio dorsal (LD) e dois latero-
ventrais (LV) ornamentados por papilas; B, C e D - Imagens em sequência das regiões anterior, 
média e posterior, mostrando as estrias longitudinais; E - Região posterior, mostrando a bursa 
em visão lateral; F - Extremidade posterior, em visão lateral mostrando a região distal da cauda, 
a sétima papila genital, orientada para a face dorsal da bursa, e o recorte da bursa; G - 
Extremidade posterior, em visão lateral, mostrando o detalhe do recorte cuticular da bursa; H - 
Extremidade posterior em visão latero-ventral, mostrando a distribuição das papilas genitais e o 
espículo; I - Extremidade distal do espículo mostrando a ponta em forma de flecha ou seta; J - 
Detalhe da extremidade posterior, mostrando o sétimo (PG7), oitavo (PG8) par de papilas e um 
dos fasmídeos (F) posterior ao último par de papilas; L- Extremidade posterior, região da 
abertura da cloaca, mostrando a sensila (S), bem próximo da abertura cloacal. 

C
aracciolo (2015) 
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Metarhabditis blumi (Sudhaus, 1974) Sudhaus 2011 (DF5010) CGC - USA 

Dez espécimes da espécie M. blumi (DF5010), provenientes do CGC, foram analisados em 
suas características morfométricas e morfológicas, à ML (Figura I.12). Os espécimes são 
alongados e fusiformes com comprimento total de 954,4 μm (725,6 -1089,7 μm) e diâmetro 
máximo de 52,9 μm (43,6 - 63,8 μm), na região da curvatura do testículo. Na região anterior 
observa-se os três lábios rudimentares, que apresentam pequenas reentrâncias na região mediana 
que falsamente sugerem que são divididos. O estoma cilíndrico mede 29,0 μm (22,0 - 36,0 μm) 
de comprimento e 24,0 μm (22,0 - 26,0 μm) de largura, tem cerca de dois terços do seu 
comprimento envolto pelo colar esofagiano. O esôfago, cujo comprimento é de 180,2 μm (138,3 
- 205,1 μm), é liso e sem ondulações. Sua espessura aumenta ligeiramente, do istmo em diante, 
de forma uniforme até a metade do seu comprimento. A partir daí, até o início do bulbo, ocorre 
um pequeno estreitamento onde o anel nervoso circunda o esôfago e onde o poro excretor se 
localiza. A cauda tem comprimento total de 56,8 μm, variando de 37,6 a 48,9 μm e largura 
máxima de 8,7 μm. A porção que se projeta logo após o final da bursa mede 15,3 μm de 
comprimento e é bem afilada. A largura do primeiro terço do tronco dorsal mediu 7,3 μm, 
variando de 4,5 a 8,3 μm A bursa, do tipo leptoderana, é aberta na região proximal. Na porção 
distal da bursa é possível visualizar uma depressão em forma de degrau bem próximo à região 
onde a cauda se projeta. Os oito pares de papilas genitais são distribuídos conforme esquema: 
(1+1+1/3+2+r). Os três primeiros pares são pré-cloacais e igualmente distantes entre si. O 
primeiro par é o menor dentre todos e está localizado logo após o início da bursa. Abaixo da linha 
da cloaca estão localizados o quarto, o quinto e o sexto pares de papilas, bem próximos entre si. 
Na porção distal da bursa estão as duas últimas papilas e um par de fasmídeos bem delgado, mais 
parecido com espinhos. O quinto e sétimo pares estão direcionados dorsalmente, ao contrário dos 
outros que se direcionam ventralmente. Os espículos são curvos e robustos, com comprimento 
chegando à 41,8 ± 2,5 μm (39,1 - 45,6 μm). Eles são separados, mas quando estão projetados 
formam uma ponta fina em formato de seta. O gubernáculo é delgado, levemente curvo e mede 
28,8 ± 3,5 μm (26,3 - 31,3 μm) de comprimento. A cutícula tem cerca de 0,8 µm de espessura e 
possui estrias longitudinais e transversais. 
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Figura I.11 Imagens em microscopia luz de machos do Metarhabditis blumi (DF 5010). 
Legenda: A - Região anterior mostrando o estoma, o colar esofagiano e o aparato glotóide; B - 
Extremidade posterior em visão ventral, com destaque para a bursa, a distribuição das papilas, os 
espículos e a projeção da cauda pós bursa bastante delgada. É possível visualizar a depressão na 
porção distal da bursa, em forma de degrau, antes da projeção da cauda; C - Visão lateral da 
extremidade posterior mostrando a bursa e a distribuição das papilas genitais. 
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I.6 DISCUSSÃO 

A otite parasitária é considerada um grave problema sanitário para os criadores de bovinos da 
raça Gir do Brasil. Tanto pelos prejuízos que ela acarreta à saúde dos animais, quanto pela 
dificuldade em controlá-la em um rebanho com animais infectados. Outro fator que deve ser 
considerado é o aspecto sanitário das exportações de animais para outros países. Na literatura 
recente já são encontrados registros de casos da doença em países da América Latina, como a 
Colômbia e a Venezuela (Cardona et al., 2012; Cardona-Álvarez et al., 2014). Neste último, os 
autores associaram diretamente a presença da parasitose no país aos animais que foram 
importados do Brasil (Forlano et al., 2014). Acredita-se que medidas efetivas para o controle desta 
doença devem ser firmemente consideradas, entretanto, é necessário o conhecimento do seu 
agente etiológico. A falta de informações epidemiológicas e especialmente, o desconhecimento 
das interações parasito-hospedeiro, dificultam o desenvolvimento de estratégias eficientes no 
combate e na eliminação da parasitose. Desse modo, o estudo taxonômico dos parasitos 
auriculares de bovinos é essencial na identificação precisa das espécies envolvidas e na obtenção 
de subsídios básicos para a elaboração de programas de prevenção e tratamento eficientes. 

As análises moleculares utilizando-se primers universais podem ser usadas para a construção 
de arvores filogenéticas, para a avaliação do nível de evolução populacional e especialmente, para 
determinar a identidade taxonômica de plantas, fungos, protozoários e vertebrados (Powers et al., 
1997, Al-Banna et a., 2004). A técnica do código de barras do DNA faz parte de um sistema 
projetado para identificar espécies de maneira rápida, precisa e automatizada utilizando 
fragmentos curtos e padronizados de regiões do DNA ribossomal ou mitocondrial (Herbert e 
Gregory, 2005). Acredita-se que a sequência de nucleotídeos de um gene comum serve como um 
identificador único para cada espécie. Tal característica possibilitaria a identificação de amostras 
simples ou compostas por um pool de espécies (Oliveira et al., 2011a). Após consulta ao banco 
de dados do Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), verificou-se que a região genômica dos 
nematoides do gênero Rhabditis e Metarhabditis mais estudada é a D2/D3 do gene 28S, situada 
no DNA ribossômico (rDNA). Portanto esse foi o fragmento do DNA analisado neste estudo. 

A comparação das sequências da expansão D2/D3 do gene 28S do rDNA dos 12 espécimes 
analisadas no Instituto Biológico com as espécies de Rhabditis e Metarhabditis depositadas no 
Genbank permitiu concluir que todos eles pertenciam à uma mesma espécie, Metarhabditis blumi 

(Sudhaus, 1974) Sudhaus 2011. A similaridade de 100% com a sequência da espécie M. blumi, e 
a árvore filogenética resultante, reforçam a afirmativa que, segundo as análises moleculares, os 
animais das duas propriedades estavam parasitados por M. blumi. Da mesma forma, as análises 
realizadas dos 34 espécimes, no laboratório de genética da EV UFMG, permitiram concluir que 
todos pertenciam a esta espécie. As sequências consenso da expansão D2/D3 apresentaram 
similaridade de 99% com a M. blumi, cepa DF5010 CGC. Os espécimes analisados nesta etapa 
do estudo, foram selecionados aleatoriamente das amostras estudadas, como fizeram Oliveira et 

al. (2009a) ao identificar espécies de nematoides encontrados em folhas de lírios e batata semente. 
Mesmo com poucos parasitos escolhidos aleatoriamente, os resultados alcançados com a 
tecnologia de código de barras do DNA permitiram que os autores afirmassem com segurança 
que os espécimes eram das espécies em questão. 

A identificação de apenas uma espécie de nematoide no CAE de bovinos com otite parasitária, 
nos dois rebanhos estudados mostrou-se diferente do estudo de Martins Jr. (1985) em que que 
isolou e identificou duas espécies. Este autor utilizou técnicas taxonômicas tradicionais, 
analisando a morfologia e a morfometria dos espécimes adultos, assim como no estudo atual, 
porém não foram utilizadas analises moleculares de identificação. 
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Os espécimes analisados neste estudo foram originados de amostras de secreção auricular 
contendo grande quantidade de nematoides. Esperava-se, portanto, que fossem encontradas mais 
de uma espécie e em diferentes proporções de ocorrência. Objetivando analisar amostras de 
diferentes espécies, selecionou-se, aleatoriamente, 78 fêmeas grávidas diretamente da secreção 
auricular de quatro vacas com otite. Estas fêmeas foram cultivadas separadamente in vitro, 

obtendo-se assim, culturas originárias de cada uma delas. Destas culturas, após a utilização da 
mesma técnica do código de barras do DNA das análises anteriores, obteve-se as sequências 
consenso de 54 espécimes. Todas as sequências apresentaram maior similaridade com a sequência 
da espécie M. blumi, porém com percentuais variando de 94 a 99%. Oliveira et al. (2009b), 
afirmaram ser necessária homologia de pelo menos 95% entre as sequências para se confirmar a 
espécie do indivíduo. Percentuais menores que 95% poderiam indicar variabilidade 
intraespecífica ou amostras de espécie ainda não descrita ou que não tenha a sequência do DNA 
cadastrada no banco de dados. Este poderia ser o caso das amostras B64F e B76M que 
apresentaram similaridade de 94%. A variação no percentual de homologia com a sequência da 
espécie M. blumi sugere também a possibilidade de haver mais de uma espécie habitando o CAE 
dos bovinos desta fazenda ou mesmo uma falha no sequenciamento dos fragmentos. Os resultados 
obtidos levantaram a necessidade da repetição dos protocolos de sequenciamentos deste material 
já que estudos anteriores comprovaram a especificidade da expansão D2/D3 do gene 28S do 
rDNA para a identificação das espécies do gênero Metarhabditis. Estudos futuros poderiam 
sequenciar regiões diferentes do DNA ou mesmo do genoma mitocondrial dos espécimes 
acrescentando informações na identificação da espécie de nematoide parasita do CAE dos 
bovinos. 

A espécie M. blumi já havia sido relatada anteriormente na Europa em forma de vida livre 
em amostras de solo úmido (Sudhaus, 1974) e na África e Ásia respectivamente, parasitando o 
CAE de bovinos e como parasito de besouros (Msolla et al., 1993; Park et al., 2012). Diante 
desses resultados acredita-se que este seja o primeiro relato da espécie fora destes continentes, 
ampliando assim, sua abrangência geográfica. Estudo recente relata a presença de M. blumi no 
conduto auditivo de seres humanos com sinais clínicos bastante semelhantes aqueles encontrados 
em bovinos (Teschner et al., 2014). Os autores isolaram parasitos dessa espécie a partir de estudos 
moleculares da região ITS2, obtendo-se 100% de homologia com a sequência M. blumi (acesso 
número DQ121436). Este estudo demonstra a importância desta espécie como um dos agentes 
etiológicos da otite parasitária. 

Nos estudos morfológicos dos parasitos obtidos, tanto da secreção auricular como do cultivo 
in vitro, foram identificados três diferentes nematoides: Metarhabditis costai, M. freitasi e 
provavelmente Rhabditis sp. Esses resultados não corroboram as análises moleculares que 
apontam como espécie encontrada nessas amostras a M. blumi. Por outo lado as análises de 
morfologia e morfometria estão em conformidade com o estudo de Martins Jr. (1985) que 
identificou M. costai e M. freitasi como as espécies responsáveis pela otite parasitária de bovinos 
da raça Gir no Brasil.  

A espécie M. costai foi descrita pela primeira vez por Martins Jr. (1985), após ser isolada da 
secreção auricular de bovinos da raça Gir com otite no estado de São Paulo, Brasil. 
Posteriormente, Asif et al. (2013) isolaram espécimes de M. costai de amostras de terra contendo 
esterco animal em uma fazenda da Índia. O presente estudo seria a terceira referência do 
isolamento desta espécie na literatura, que, à semelhança do estudo de Martins Jr. (1985) foi 
encontrada no CAE de bovinos Gir. Não foram encontradas na literatura relatos desta parasitose 
auricular em bovinos da Índia, porém o estudo de Asif et al. (2013) relata a presença desta espécie 
no solo do país onde a raça Gir se originou. Estes dados poderiam sustentar a hipótese de que este 
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nematoide, apresentando parte do ciclo em vida livre, teria ampliadas as chances de infectar os 
bovinos, seja de forma mecânica ou com o auxílio de vetores como sugerido por Odongo e 
D’Souza (1989), Vieira et al. (1998) e Duarte e Hamdan (2004). 

Os nematoides da espécie M. costai identificados neste estudo apresentaram características 
morfológicas e morfométricas bastante semelhantes àqueles descritos por Martins Jr. (1985) e 
Asif et al. (2013). Na extremidade anterior observou-se a mesma orientação dos lábios, do 
formato triangular da abertura bucal e das características do istmo, do bulbo e do anel nervoso. 
Na região posterior, as três descrições destacam a semelhança de formato da bursa copuladora 
leptoderana, da distribuição das papilas e da pequena e delicada projeção caudal pós-bursa. 
Algumas diferenças, especialmente em relação aos aspectos morfométricos, foram detectadas ao 
serem comparados os espécimes do atual estudo com as descrições de M. costai, realizadas por 
Martins Jr. (1985) e Asif et al. (2013). Os espécimes analisados neste estudo apresentaram o corpo 
mais comprido e estreito do que aqueles descritos nas duas publicações anteriores. Estas 
características resultaram no maior valor da razão De Man “a” entre as três descrições (19,2-
22,8μm). Quanto ao valor “b”, este foi maior nos espécimes descritos por Martins Jr. (1985). Os 
nematoides descritos por Asif e col. (2013) apresentaram o estoma maior (30-38μm) que os 
espécimes deste estudo, tanto de maneira absoluta, quanto proporcionalmente em relação ao 
comprimento do corpo (4,4%). Por sua vez, o gubernáculo descrito por estes autores apresentou 
comprimento médio menor que os nematoides deste estudo (40,4 e 34,1μm, respectivamente). 
Quanto às características morfológicas, uma característica que apresentou diferenças entre os três 
estudos foi o aparato glotóide, descrito aqui e por Martins Jr. (1985) possuindo três ônquios e por 
Asif et al. (2013) provido de quatro a cinco e ornamentados por dentículos. Estes autores 
atribuíram aos espécimes 6 lábios, distribuídos em pares. Estes achados são ligeiramente 
diferentes dos encontrados neste estudo em que se observou, tanto à ML quando à MEV, a 
presença de três lábios com uma leve depressão mediana que não caracteriza uma separação total. 
Porém as diferenças descritas acima não inviabilizam a identificação dos espécimes já que estas 
poderiam ser consideradas como variações intraespecíficas. 

Martins Jr. (1985) isolaram a espécie M. freitasi do ouvido de bovinos com sinais de otite, no 
Município de Formosa em Minas Gerais. No estudo atual os nematoides estavam parasitando o 
ouvido dos bovinos das duas propriedades estudadas. Os resultados das análises morfológicas 
deste estudo permitiram concluir que esta é a mesma espécie descrita Martins Jr. (1985). Porém, 
da mesma forma como aconteceu com a espécie M. costai, algumas estruturas apresentaram 
medidas ligeiramente diferentes da descrição de Martins Jr. (1985), sugerindo variações entre 
espécimes da mesma espécie. Tanto os exemplares machos quanto as fêmeas analisadas neste 
estudo foram menores e mais finos do que os descritos por Martins Jr. (1985), entretanto estes 
valores não fizeram com que houvesse diferenças entre as razões “a” de De Man, que foram 
semelhantes. Tanto as razões “b” e “c” quanto o comprimento da cauda foram menores nas fêmeas 
deste estudo. Já a cauda dos machos foi ligeiramente maior que dos espécimes de Martins Jr. 
(1985). Por outro lado, o estoma apresentou maior comprimento e menor diâmetro do que o das 
fêmeas da descrição original, o mesmo acontecendo com os machos. Enquanto os espículos foram 
maiores nos espécimes da descrição original, o gubernáculo deles foi menor que dos nematoides 
deste estudo. As análises realizadas neste estudo, utilizando-se a MEV, possibilitaram a descrição 
de estruturas de difícil visualização na MO. Ficaram bem evidentes os três lábios, dois latero-
ventrais, nos quais estavam inseridas três papilas em cada, e um dorsal, apresentando quatro 
papilas. Martins Jr. (1985) descreveu os três lábios, porém, com apenas duas papilas em cada um 
deles.  
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Ao comparar as espécies M. freitasi e M. costai isoladas neste estudo verificou-se que ambas 
apresentaram estruturas similares, o mesmo tendo ocorrido na descrição feita por Martins Jr. 
(1985). Esta semelhança entre as espécies dificultou a diferenciação, porém, determinadas 
características morfométricas e morfológicas como o comprimento e largura do corpo, 
comprimento do esôfago e do estoma, o formato dos lábios, o formato e o comprimento da bursa 
e da cauda, possibilitaram separar as espécies. Como somente as fêmeas da espécie M. freitasi 
foram identificadas neste estudo, utilizou-se as características dos machos para determinar as 
espécies estudadas. Na região anterior dos espécimes a maior diferença estava nos lábios, que são 
mais delicados na espécie M. freitasi. No entanto, seus espécimes eram mais compridos e mais 
largos do que os da espécie M. costai e também possuíam o estoma e o esôfago mais compridos. 
Todos os valores de De Man foram menores na espécie M. freitasi do que na M. costai. A bursa 
do M. costai apresentou-se mais comprida, larga e arredondada, em formato de meia lua, enquanto 
na M. freitasi, ela tem formato triangular, com uma leve reentrância na região distal. Quanto à 
cauda, apesar de ambas as espécies apresentarem o comprimento total semelhante, a porção não 
recoberta pela bursa é significativamente mais curta na M. costai (1,4 μm) do que na M. freitasi 
(7,8 μm). A razão entre o comprimento do corpo e a largura do primeiro terço do tronco dorsal 
foi menor na M. costai do que na M. freitasi, ou seja, 4,0 μm e 5,0 μm, respectivamente. 

Quanto aos espécimes de M. blumi (DF5010), solicitados junto ao CGC, as análises 
morfométricas mostraram resultados ligeiramente diferentes aos da descrição original da espécie 
(Sudhaus, 1974) e ao estudo de Carta e Osbrinck (2005). Estes últimos, que também analisaram 
amostras da mesma cultura do atual estudo (M. blumi DF5010), já haviam detectado ligeiras 
diferenças. Estas foram atribuídas ao longo período de cultivo o qual predisporia a mutações e a 
mudanças nos parâmetros morfométricos, em especial, no comprimento e largura do corpo e no 
comprimento da cauda. Ao serem comparados com os espécimes de M. costai e M. freitasi 
verificou-se diferenças em algumas estruturas, o que permitiu concluir que os espécimes de M. 

blumi originados do CGC eram diferentes dos nematoides identificados neste estudo. A espécie 
M. costai apresentou os três valores das razões de De Man maiores, já na espécie M. freitasi, 
apenas o valor “c” foi maior do que em M. blumi. A cauda de M. blumi apresentou-se mais 
comprida se comparada com a M. costai e a M. freitasi, enquanto a projeção pós bursa foi 
aproximadamente 10 vezes mais comprida do que na M. costai e cerca do dobro do comprimento 
da M. freitasi. O resultado da razão entre o comprimento do corpo e a largura do primeiro terço 
do tronco dorsal da cauda também foi maior na M. blumi (7,3 μm) do que nas M. costai (4,0 μm) 
e na M. freitasi (5,0 μm). Em relação às diferenças morfológicas, a espécie M. costai, apresentou 
a bursa mais larga, arredondada e em formato de meia lua. Na M. blumi o formato também é 
arredondado, porém a finalização da bursa ocorre de forma abrupta com a formação de uma 
reentrância em forma de degrau próximo à projeção da cauda (Sudhaus, 1974). Na espécie M. 
freitasi a bursa é estreita e tem formato de um triangulo isósceles em que o vértice distal coincide 
com a projeção da cauda delgada. Em relação aos espículos, a espécie M. blumi apresentou o 
comprimento ligeiramente maior do que nas outras espécies. Os resultados da comparação entre 
as espécies isoladas do CAE dos bovinos com a amostra de M. blumi oriunda do CGC sugerem 
que são três espécies diferentes. Vale ressaltar que Sudhaus (1991), ao relacionar as espécies da 
família Rhabditidae descritas entre os anos de 1976 e 1986, sugeriu que M. costai e M. freitasi 
eram idênticas à M. blumi (Sudhaus 2011), o que diverge dos resultados do estudo atual. 

Os resultados das análises moleculares e morfológicas para identificação das espécies de 
nematoides presentes na secreção auricular de bovinos com otite parasitária levam a 
questionamentos que provavelmente só poderão ser respondidos com a continuidade dos estudos 
utilizando-se, tanto as metodologias utilizadas neste estudo quanto associações com outras 
diferentes técnicas além do estudo de um maior número de exemplares de nematoides. O uso da 
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técnica de código de barras genético é defendido por inúmeros pesquisadores como uma solução 
rápida, eficiente e de baixo custo para identificar toda a biodiversidade do nosso planeta, inclusive 
nematoides (Floyd et al., 2002; Oliveira et al., 2009; Consoli et al., 2012; Stoeckler et al., 2015). 
Eles acreditam que a taxonomia convencional além de ser um processo lento, necessita de 
taxonomistas de amplo conhecimento, devido especialmente à dificuldade em discriminar as 
variações intra e interespecíficas. No entanto, pesquisadores como Solé-Cava (2008) questionam 
a utilização da técnica sem a associação da taxonomia convencional para auxiliar na interpretação 
dos resultados moleculares. 

Vale frisar que seria de enorme valia para este estudo a análise das lâminas montadas com 
as espécies M. costai e o M. freitasi depositadas na coleção de helmintologia do Departamento de 
Parasitologia do ICB-UFMG por Martins Jr. (1985). Entretanto, essa avaliação não foi possível 
pois as mesmas não encontradas na coleção. Soma-se ao exposto a evidente necessidade de se 
utilizar, tanto as técnicas morfológicas de taxonomia convencional quanto as moleculares de 
identificação específica, de maneira conjunta e complementar. O diagnóstico molecular de 
nematoides tem proporcionado novas oportunidades à Nematologia, incrementando a capacidade 
de analisar grande número de amostras ou detectar mix de espécies, mas não pode ser considerado 
de maneira isolada (Pires e Marinori, 2012). Acredita-se que seria ideal que as espécies, cujas 
sequências estejam no GenBank, sejam previamente analisadas por um taxonomista. 

I.7 CONCLUSÕES 

• De acordo com as análises moleculares utilizando a tecnologia de código de barras do DNA 
para obtenção das sequências consenso da expansão D2/D3 do gene 28S do rDNA, os 
nematoides originários das populações Fz1, Fz2-Gama, Fz2-737, Fz2-FGVI2 e Fz2-Piso das 
fazendas de Minas Gerais, pertencem à espécie Metarhabditis blumi (Sudhaus, 1985) Sudhaus 
2011. 

• A árvore filogenética resultante do alinhamento das sequências de Rhabditis sp.e de 
Metarhabditis sp. depositadas no GenBank, com as cinco populações estudadas confirmou o 
agrupamento dos nematoides das amostras analisadas como M. blumi. 

• Nas amostras coletadas dos bovinos das fazendas 1 e 2, tanto nas cultivadas quanto nas a 
fresco, foram identificados morfologicamente, parasitos das espécies M. freitasi e M costai. 
Foi identificado também um outro nematoide do qual não foi possível concluir o diagnóstico 
diferencial. 

• E de acordo com as análises morfométricas e morfológicas, em nenhuma das amostras 
analisadas identificou-se espécimes da espécie M. blumi. 

• Novos estudos morfológicos e moleculares devem ser realizados para elucidar quais são as 
espécies de nematoides presentes na secreção auricular dos bovinos da raça Gir. 

I. 8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os resultados deste estudo sugerem que a expansão D2/D3 do gene 28S do rDNA é eficaz na 
diferenciação dos espécimes de nematoides do gênero Metarhabditis. As análises morfológicas e 
morfométricas mostraram que os nematoides isolados do conduto auditivo dos bovinos das duas 
fazendas estudadas eram de espécies já descritas em estudo anterior, porém ainda não cadastradas 
no GenBank. Sugere-se que os estudos taxonômicos e moleculares sejam aprofundados e sempre 
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realizados em conjunto, utilizando-se um número maior de espécimes e ampliando-se a coleta de 
amostras em outros rebanhos de bovinos da raça Gir em todo o país. 
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II. CAPÍTULO 2 

ESTUDO MICROBIOLÓGICO DO CONDUTO AUDITIVO EXTERNO DE BOVINOS 
DA RAÇA GIR, COM E SEM OTITE PARASITÁRIA. 

RESUMO 

Avaliou-se com este estudo o perfil microbiológico do conduto auditivo externo (CAE) de 
bovinos da raça Gir sadios e com otite relacionada a nematoides da família Rhabditidae. Foram 
utilizadas 12 fêmeas adultas, com idade entre cinco e oito anos, pertencentes à Fazenda 
Experimental da EPAMIG, Itabira, MG. Os animais foram separados em dois grupos: seis com 
otite (COP) e seis sem otite (SOP). Foram realizados cultivos bacterianos e fúngicos das amostras 
coletadas no CAE dos 12 animais. De cada animal foram feitas quatro coletas totalizando 47 
amostras, já que um dos animais não estava presente na última coleta. Em todas amostras houve 
crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, em culturas puras ou em associações. 
No total foram 38 isolados bacterianos no grupo dos animais com otite e 34 no grupo dos animais 
sadios. As bactérias Gram-negativas foram mais prevalentes tanto nas amostras do grupo COP 
(65,8%), quanto naquelas do grupo SOP (60,0%). Os gêneros mais prevalentes em ambos os 
grupos foram Staphylococcus sp. e o Pseudomonas spp. Os testes de sensibilidade aos antibióticos 
realizados em todos os isolados bacterianos indicaram que as bactérias mais resistentes foram as 
isoladas dos animais com otite parasitária. Quanto aos fungos, foram 34 isolados fúngicos em 17 
amostras do grupo COP e 14 em 11 amostras do grupo SOP. O gênero mais prevalente em ambos 
os grupos foi o Aspergillus sp. 

Palavras chave: Microrganismos, multirresistência, antibióticos, otite parasitária, Gir. 

ABSTRACT 

The goal of this study was the evaluation of the microbiological profile of the external auditory 
canal (EAC) of Gir cattle with and without otitis related to nematodes of Rhabditidae family. 
Twelve adult females from the Experimental Farm EPAMIG, Itabira, MG were studied, which 

were aged between five and eight years. The animals were separated into two groups: six with 
otitis (COP) and six without otitis (SOP). Bacterial and fungal cultures of samples collected in 

the EAC of these 12 animals were performed. Four samples have been taken of each animal. 
Forth seven samples was analyzed, as one of the animals was not present in the last collection 
day. In all samples, it was observed the growth of Gram-positive and Gram-negative bacteria in 

pure or mixed cultures. Thirty-eight bacterial isolates was isolated in the group of animals with 
otitis and 34 in the group of animals without otitis. Gram-negative bacteria are the most prevalent 

in both groups: COP (65.8%) and SOP (60.0%). The most frequent genera in both groups were 
Staphylococcus sp. and Pseudomonas spp. The sensitivity tests against antibiotic performed on 
all bacterial isolates indicated that the most resistant bacteria were present in animals with otitis 

parasitic. The fungi were also studied. Thirty-four fungi isolated were obtained in 17 samples of 
the COP group and 14 in 11 samples of the SOP group were studied. The most frequent genre in 

both groups was Aspergillus sp. 

Keywords: Microorganisms; multi resistance, antibiotics, parasitic otitis, Gir. 

  



46 
 

II.1 INTRODUÇÃO 

A otite externa causada por nematoides da família Rhabditidae ocorre frequentemente em 
bovinos da raça Gir. Veterinários e criadores relacionam os casos de otite parasitária a elevados 
prejuízos devido à diminuição dos índices produtivos e à morte dos animais cronicamente 
afetados. Quando parasitado, o conduto auditivo externo (CAE) torna-se susceptível à 
proliferação de microrganismos devido ao aumento da temperatura e da umidade local e ao 
acúmulo de cerúmen, frequentes em processos inflamatórios. Duarte e Hamdan (2004) sugeriram 
que a ineficiência dos tratamentos da otite parasitária teria como causa as infecções secundárias 
decorrentes da presença dos parasitos. Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, além de 
fungos e leveduras, já foram associados à casos de otite parasitária em bovinos. No entanto, são 
escassos os relatos na literatura a respeito da flora normal do ouvido de bovinos hígidos. Este 
estudo teve como objetivo conhecer a microbiota do conduto auditivo externo de bovinos da raça 
Gir, sadios e com sinais clínicos de otite parasitária causada pelo nematoide. Acredita-se que o 
conhecimento da microflora auricular dos bovinos poderá auxiliar na determinação de protocolos 
de tratamento e controle eficientes contra os parasitos auriculares de bovinos da raça Gir. 

II.2 OBJETIVOS 

• Determinar o perfil microbiológico do conduto auditivo externo (CAE) de bovinos sadios e 
com sinais clínicos de otite parasitária; 

• Conhecer o perfil de sensibilidade aos antibióticos das bactérias isoladas das amostras obtidas 
no CAE dos animais com e sem otite. 

II.3 REVISÃO DE LITERATURA 

O ouvido dos animais domésticos é dividido em três compartimentos interligados entre si: 
ouvido externo, ouvido médio e ouvido interno. De acordo com Sisson e Ghandhi (1986), o 
primeiro, constituído de pavilhão auricular e conduto auditivo externo (CAE), possui epiderme 
semelhante à da pele. Na sua porção mais profunda localiza-se o tímpano, membrana que separa 
o ambiente externo do interior do corpo do animal. Já o ouvido médio, também chamado de 
cavidade timpânica, é onde se localizam os ossículos (martelo, estribo e bigorna) e a trompa de 
Eustáquio, com ligação direta com a faringe. O ouvido interno, a porção mais especializada, é 
subdividido em cóclea, porção acústica e órgão vestibular. Segundo Santos (1979), as otites são 
classificadas de acordo com a localização onde o processo está presente em: externas, médias e 
internas. 

Casos de otite ocorrem em todos os animais domésticos e sua etiologia inclui fungos, 
leveduras, parasitos e bactérias. É uma doença frequente em cães de todas as idades, sendo um 
dos principais motivos para as consultas na clínica veterinária (Oliveira et al., 2012; Petrov et al., 
2013). Gatos, equinos, suínos e pequenos ruminantes também são acometidos (Jensen et al., 1982; 
Al-Farwachi e Al-Hassan, 2008). De maneira geral os três tipos de otite são comuns em bovinos. 
Entretanto, as otites que acometem as porções média e interna do ouvido de animais jovens são 
mais comuns (Jensen et al., 1982; Yeruham et al., 1999; Santos et al., 2005). Um caso incomum 
de otite média bilateral, de origem bacteriana, foi descrito em uma vaca leiteira por Yeruham e 
Elad (2004). De acordo com relatos de Nunes e Nunes (1975), a extensão da otite externa até o 
ouvido médio é uma ocorrência frequente em casos de infecção por parasitos das orelhas e de 
corpos estranhos penetrantes. A otite média também pode originar-se do aparelho respiratório, 
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com o agente etiológico propagando-se ao ouvido pela Trompa de Eustáquio ou por via 
hematógena (Rosemberg e Stöber, 1993; Macy, 2004). 

A inflamação do ouvido externo tem inúmeros fatores predisponentes e perpetuantes, tais 
como: anatomia das orelhas, umidade local excessiva, corpos estranhos, uso prolongado de 
antibióticos sistêmicos, ocorrência de neoplasias, imunossupressão e parasitos, tais como fungos, 
leveduras, moscas, ácaros e nematoides (Rosemberg e Stöber, 1993). Os sinais clínicos iniciais 
são hiperemia seguida de acúmulo de cerúmen, secreção amarelada e fluida localizada na porção 
inicial do CAE. Às vezes o processo inflamatório tem evolução crônica, ocorrendo ulcerações ou 
hiperplasias e hiperqueratose, com constrição do lúmen. As infecções bacterianas secundárias são 
frequentes. A ruptura da membrana timpânica acontece devido à necrose ou ao acúmulo de 
secreção purulenta no local, e como consequência ocorre a propagação da infecção à porção média 
do ouvido. 

De maneira similar às outras espécies animais, a otite externa também ocorre em bovinos de 
todas as faixas etárias. Em bezerros, ela geralmente é decorrente de sequelas de infecções 
respiratórias (Al-Farwachi e Al-Hassan, 2009). Os parasitos auriculares são importantes agentes 
etiológicos da doença. Autores como Leite et al. (1989b) e Duarte e Hamdan (2004) consideram 
os nematoides do gênero Rhabditis e ácaros do gênero Raillietia como os agentes primários da 
otite em bovinos. Os ácaros não fazem distinção de idade ou raça do hospedeiro, já o nematoide 
só é encontrado em animais da raça Gir, com idade superior a 18 meses (Duarte et al., 2001a; 
Leite et al., 2012).  

A doença causada pelo nematoide auricular é um grave problema sanitário que acarreta 
diminuição dos índices produtivos podendo, inclusive, levar à morte os animais cronicamente 
afetados (Msolla et al., 1993; Vieira et al. 2001; Duarte & Hamdan 2004; Brito et al. 2005; Leite 
et al., 2012). Apesar da doença ter sido descrita no Brasil em 1974, ainda é considerada um desafio 
para veterinários e criadores devido à ineficiência dos protocolos de tratamentos utilizados (Leite 
et al., 2012). Quando não ocorre tratamento adequado a cronicidade da infecção é acompanhada 
pelo crescimento de microrganismos como bactérias, fungos e leveduras (Duarte e Hamdan, 
2004). Nestes casos a otite externa pode evoluir para a otite média e interna, com graves 
consequências para o animal. Dune et al. (2004) relataram a morte de uma vaca Gir devido à um 
abscesso cerebelar secundário à otite associada ao nematoide. 

Os agentes microbiológicos presentes no sistema auditivo dos animais domésticos, sadios e 
com otite, têm sido objeto de inúmeros estudos realizados em seres humanos e em algumas 
espécies animais. Em cães e gatos o assunto tem grande relevância devido à proximidade e a 
importância afetiva destas espécies para os homens (Oliveira et al., 2012; Petrov et al., 2013).
Leite et al. (1987) descreveram a flora bacteriana em diferentes locais do aparelho auditivo de 
bovinos sadios e parasitados pelo ácaro Raillietia auris. Foram isolados Micrococcus e Bacillus, 
além de Bastonetes Gram-negativos não classificados nos ouvidos hígidos e parasitados. 
Bactérias Gram-negativas dos gêneros Proteus, Pseudomonas e Corynebacterium pyogenes, 
foram as mais prevalentes no CAE com otite. Al-Farwachi e Ai- Hassan (2009), isolaram 
cocobacilos Pasteurella multocida e Mannheimia hemolytica de bezerros com otite e Escherichia 

coli e Klebsiella pneumonia de animais hígidos, porém não foram encontrados parasitos 
auriculares. 

 Com relação à presença de fungos e leveduras no CAE de bovinos, Duarte et al. (1999) e 
Duarte et al. (2001b) isolaram os gêneros Candida, Aspergillus e Malassezia, assim como as 
espécies Rhodotorula mucilaginosa e Micelia sterilia em animais com otite parasitária.  
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De acordo com Duarte e Handam (2004), a ineficiência dos tratamentos da otite parasitária 
em bovinos pode ser atribuida ao desconhecimento dos produtos mais indicados, em especial, 
contra as infecções bactérianas e fúngicas, secundárias à infecção por nematoides. Este estudo 
teve como objetivo investigar os microrganismos presentes no CAE de dois grupos de bovinos da 
raça Gir, com e sem sinais clínicos de otite causada por nematoides. Procurou-se tambem 
conhecer o perfil da sensibilidade à antimicrobianos das bactérias isoladas em ambos os grupos. 

II.4 MATERIAL E MÉTODOS 

II.4.1  Local de coleta das amostras e duração do estudo 

As amostras utilizadas para a avaliação microbiológica do conduto auditivo de bovinos da raça 
Gir foram coletadas na fazenda 2 (Fazenda Experimental de Itabira (FEIT) - EPAMIG), localizada 
em Itabira, MG. Foram realizadas quatro coletas de material de cada animal, nos meses de julho 
e novembro de 2013 e janeiro e abril de 2014. 

II.4.2  Diagnóstico parasitológico e seleção de animais 

Os 32 animais do rebanho foram contidos em brete de madeira e, utilizando-se um cabresto de 
corda, foi feita a imobilização da cabeça, de maneira que as orelhas ficassem livres. Realizou-se 
a inspeção visual do pavilhão auricular e da porção inicial do conduto auditivo externo (CAE). 
Foi utilizada uma zaragatoa estéril para coletar uma amostra do CAE de cada animal. A amostra 
foi colocada em um tubo de vidro transparente e em seguida mantida por 5 minutos à luz solar 
direta para verificar a presença de nematoides (Figura II.1 A e B), conforme preconizado por Leite 
et al. (1989). 

Após este procedimento selecionou-se 12 fêmeas adultas, com idade variando entre seis e oito 
anos. Elas foram divididas em dois grupos de seis animais cada: grupo com otite (COP) e grupo 
sem otite parasitária (SOP). Os animais do grupo COP, numeradas de 1 a 6, apresentaram sinais 
clínicos de otite parasitária, caracterizado pela presença de secreção amarelada na porção inicial 
do CAE, com odor desagradável e grande quantidade de nematoides. Os animais do grupo SOP, 
numerados de 7 a 12, estavam livres da infecção pelo parasito e apresentaram o CAE hígido, com 
pequena quantidade de cerúmen de cor marrom. 

II.4.3  Coletas de amostras e análises microbiológicas 

As amostras para avaliação microbiológica foram coletadas da orelha direita de cada animal. 
Utilizou-se uma zaragatoa estéril que foi friccionada, com movimentos rotatórios na porção inicial 
do CAE (Leite et al., 1994). Em seguida cada zaragatoa foi colocada em tubo de ensaio 
identificado, contendo meio de transporte (Stuart). As amostras foram encaminhadas ao 
Laboratório de Micologia e Micotoxinas da Escola de Veterinária da Universidade Federal de 
Minas Gerais (LAMICO/EV-UFMG), onde foram feitas as análises microbiológicas.  

Foram realizados cultivos bacterianos e fúngicos da amostra do CAE dos 12 animais, em 
quatro coletas diferentes, totalizando 47 amostras. O animal de número oito, pertencente ao grupo 
SOP foi vendido em dezembro de 2013, portanto, só foram analisadas três amostras deste animal. 
As 47 amostras foram analisadas independentemente, mesmo quando pertenciam ao mesmo 
animal. Cada uma delas foi classificada no grupo COP ou no grupo SOP, conforme pertencesse 
à um bovino com ou sem sinais clínicos de otite parasitária.  

A avaliação dos microrganismos isolados nas amostras de secreção auricular, iniciou-se com 
o exame direto de esfregaços submetidos à coloraçãp de Gram através de microscopia de luz de 
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imersão (1.000x). Em seguida, o material foi incubado por 24 a 48 horas a 35 ± 2º C em placas 
de Petri com cinco tipos distintos de ágar, de acordo com o objetivo a ser alcançado: 

• Ágar sangue bovino (5%) desfibrinado - meio rico, utilizado para o isolamento de 
microrganismos não fastidiosos;  

• Ágar manitol salgado - meio seletivo para o isolamento e identificação presuntiva de 
Staphylococcus spp. patogênicos;  

• Ágar MacConkey - meio seletivo para bactérias Gram negativas;  

• Ágar Sabouraud dextrose (SDA) com cloranfenicol - utilizado para o isolamento de fungos e 
leveduras patogênicos 

• Ágar Sabouraud dextrose com azeite de oliva (1%) - utilizado para isolamento de leveduras 
do gênero Malassezia.  

Os cultivos em SDA foram incubados a 27 ± 2º C por até sete dias, condição mais favorável 
ao desenvolvimento de fungos filamentosos e leveduras e a 32 ± 2º C favorável ao 
desenvolvimento de Malassezia sp. Todos os aspectos do crescimento das colônias foram 
anotados e serviram como base para a identificação presuntiva. 

As colônias que apresentaram características diferentes, em cada amostra, foram novamente 
isoladas e foram realizados testes adicionais específicos com o objetivo de classificá-las em 
gêneros e/ou espécies (Pitt e Hocking, 2009; Koneman e Allen, 2008). Para classificação 
presuntiva de bactérias Gram-positivas foram realizadas as provas de catalase, coagulase, 
produção de hemólise em ágar sangue, pigmentação das colônias, resistência à bacitracina e 
oxidase. Para classificação das bactérias Gram-negativas utilizou-se as provas bioquímicas de 
citrato, ágar tríplice ferro açúcar (TSI), vermelho de metila (VM), Voges Proskauer (VP), indol e 
motilidade. 

II.4.4  Teste de sensibilidade a antimicrobianos 

Após a identificação bacteriana, cada colônia foi repicada em caldo infusão de cérebro coração 
(BHI), incubadas a 37oC por 24 horas. O inóculo resultante foi transferido, com a ajuda de 
zaragatoa estéril, para placas de Petri, contendo ágar Müeller Hinton, para avaliar a sensibilidade 
bacteriana in vitro, segundo o método Kirby Bauer modificado. Foram utilizados os principais 
antibióticos preconizados para a terapêutica das otites, os quais foram disponibilizados pelo 
LAMICO/EV-UFMG: Gentamicina, Ciprofloxacina, Sulfametoxazol + Trimetoprima, 
Cefalexina, Cefalotina, Cefoxitina, Ceftiofur, Polimixina B, Florfenicol, Amoxilina, Amoxilina 
+ Ac. Clavulânico, Ampicilina, Ampicilina + Sulbactam, Penicilina G, Oxacilina e Bacitracina. 
Vale ressaltar que quando o estoque de discos de algumas bases foi insuficiente para a realização 
de todos os testes, estes foram substituídos por discos de bases do mesmo grupo (Figura II.2 A e 
B). A leitura foi realizada 24 horas após a incubação das placas a 37ºC, medindo-se os halos de 
inibição e comparando-os com tabelas fornecidas pelos fabricantes dos discos de antibióticos. 

II.4.5 Análise estatística 

Utilizou-se a estatística descritiva para analisar os resultados de frequência das bactérias e 
fungos isolados nas amostras de secreção auricular dos animais com e sem otite parasitária. 
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• Figura II.1 Coleta de amostra de secreção auricular para análises microbiológicas (A). Visualização 
dos nematoides presentes na amostra coletada (B). 

 

Figura II.2 Teste de sensibilidade a antimicrobianos. Capela com lâmina de fluxo laminar do LAMICO, 
onde foram processadas as amostras (A). Placa ágar Müeller Hinton com os discos de bases de antibióticos 
foram distribuídos uniformemente (B). 

  



51 
 

II.5 RESULTADOS 

II.5.1  Resultados microbiológicos das amostras submetidas à cultura bacteriana 

Os resultados dos cultivos bacterianos da secreção auricular dos animais estudados, 
totalizando 47 amostras, estão relacionados na Tabela II.1. 

Em todas as amostras coletadas no conduto auditivo dos bovinos houve crescimento de 
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, em culturas puras ou em associações. Isolou-se 
apenas um tipo de bactéria em 15 das 24 amostras do grupo COP e em 13 das 23 amostras do 
grupo SOP. No total, foram 38 isolados no grupo dos animais com otite e 34 no grupo dos animais 
sadios. 

Na figura II.3 detalhou-se prevalência do tipo de bactéria isolada das amostras, de acordo com 
as características tintoriais da parede celular. Verificou-se que o percentual de bactérias Gram-
negativas foi superior ao de Gram-positivas, tanto nas amostras do grupo COP (65,8%), quanto 
naquelas do grupo SOP (60,0%). 

 

Figura II.3. Frequência de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas isoladas das amostras coletadas do 
CAE de animais dos grupos estudados. 
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Tabela II.1 Resultado do crescimento de bactérias nas amostras coletadas do conduto auditivo externo 
de bovinos da raça Gir, na fazenda 2, localizada no município de Itabira, MG, nos meses de julho e 
novembro de 2013 e janeiro e abril de 2014. 

 

Animal Julho 2013 Novembro 2013 Janeiro 2014 Abril 2014

­ ­
Staphylococcus coagulase 
positiva

­

Pantoea  spp. Pseudomonas  spp. ­ Escherichia coli

­ ­ Bacillus spp.
Staphylococcus coagulase 
negativa

Pseudomonas  spp. Pseudomonas  spp.
Citrobacter spp.                            
Bacilo Gram- não fermentador                                                                             
Pantoea spp.

Citrobacter  spp.

Staphylococcus coagulase 
negativa

­
Staphylococcus coagulase 
positiva

Staphylococcus coagulase 
negativa

­ Proteus spp.
Citrobacter  spp.                  
Bacilo Gram- não fermentador  

Citrobacter  spp.

Staphylococcus coagulase 
negativa

­
Staphylococcus coagulase 
positiva

Staphylococcus coagulase 
negativa

­ Pseudomonas  spp. Pseudomonas spp. Citrobacter spp.

Micrococcus spp. ­
Staphylococcus coagulase 
negativa

­

­ Citrobacter  spp. Bacilo Gram- não fermentador  Escherichia coli

Staphylococcus coagulase 
negativa

­ ­
Staphylococcus coagulase 
negativa

Pseudomonas  spp.         
Pantoea spp.

Proteus spp.
Pseudomonas  spp.               
Bacilo Gram- não fermentador

­

Staphylococcus coagulase 
negativa

­
Staphylococcus coagulase 
positiva

­

­ Pseudomonas  spp. Pseudomonas spp. Escherichia coli

Staphylococcus coagulase 
negativa

­
Staphylococcus coagulase 
negativa

­

­ Pseudomonas  spp. Bacilo Gram- não fermentador  ­

Staphylococcus coagulase 
negativa

­
Staphylococcus coagulase 
negativa

Staphylococcus coagulase 
negativa

Bacilo Gram- não fermentador  Shigella spp. Pseudomonas aeruginosa                            
Pseudomonas aeruginosa 

Bacilo Gram- não fermentador  

­ Staphylococcus spp.
Staphylococcus coagulase 
negativa

­

Bacilo Gram- não fermentador  ­ Bacilo Gram- não fermentador  Bacilo Gram- não fermentador  

­ ­
Staphylococcus coagulase 
negativa

Staphylococcus coagulase 
negativa

Pantoea  spp. Pantoea spp. Bacilo Gram- não fermentador  Bacilo Gram- não fermentador  

Staphylococcus coagulase 
negativa

Staphylococcus spp. ­
Staphylococcus coagulase 
negativa

­ Pseudomonas  spp. Pseudomonas  spp. Bacilo Gram- não fermentador  

Madural12

11 Interação

Iguana

Gama

Foca

Feijoada

Abdala

Bondosa

Alasca

Imida

Bacharela

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Os animais de 1 a 6 eram parasitados pelo nematoide auricular do gênero Rhabditis.  Os animais de 7 a 12 não apresentaram sinais clínicos de otite parasitária.

Babete
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Na Tabela II.2 estão detalhados a distribuição e o percentual dos isolados encontrados nas 
amostras de ambos os grupos, de acordo com a presença de apenas um tipo de bactéria ou a 
associação de Gram-positivas e Gram-negativas. No grupo COP, identificou-se na maioria das 
amostras isolado exclusivo de bactérias Gram-negativas (45,8%). Nas amostras dos animais 
sadios, a maior prevalência foi da associação dos dois tipos bacterianos (43,5%). 

Tabela II.2 Frequência de bactérias isoladas das amostras coletadas nos dois grupos de 
animais, em culturas puras e em associações, de acordo com as características tintoriais 
da parede celular. 

A análise das diferenças morfológicas das bactérias isoladas nas amostras de ambos os grupos 
está indicada na figura II.4. O tipo mais prevalente nas amostras do grupo COP foi de bastonetes 
Gram-negativos fermentadores (BGNF), com 34,2% do total. Em seguida, foram isolados os 
bastonetes Gram-negativos não fermentadores (BGNnF) e os cocos Gram-positivos (CGP), 
ambos com percentual de 31,6%. Apenas uma amostra deste grupo apresentou bastonetes Gram-
positivos (BGP), com percentual de 2,6% do total de amostras. Nas amostras coletadas do grupo 
SOP, a maior prevalência foi de BGNnF (48,6%), seguida de CGP (40%) e de BGNF, com 
prevalência de 11,4%. Não foram encontrados BGP neste grupo.  

 

 

No isolados % No isolados %

Gram + 5 20,8 4 17,4

Gram - 11 45,8 9 39,1

Gram + e Gram - 8 33,3 10 43,5

Total 24 23

Bactérias 
isoladas *

* Foram consideradas as bactérias isoladas em culturas puras ou em associação de diferentes
gêneros.

COP = Com otite parasitária    SOP = Sem otite parasitária

COP SOP
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Figura II.4. Frequência de bactérias isoladas nos animais dos grupos estudados, de acordo com as 
diferenças morfológicas e bioquímicas. 

As frequências dos diferentes gêneros de bactérias isolados nas amostras do conduto auditivo 
de bovinos com e sem otite parasitária estão detalhadas na figura II.5. O Staphylococcus foi o 
gênero mais encontrado nas amostras dos dois grupos (31,6% no grupo COP e 37,1% no grupo 
SOP). No grupo COP, a segunda maior ocorrência foi de Pseudomonas spp. (21,0%), seguido 
pelo Citrobacter spp. que foi isolado em 15,8% das amostras. O gênero Pseudomonas foi isolado 
em 20,0% dos animais sadios e Citrobacter spp. não foi identificado neste grupo. O gênero 
Pantoea foi encontrado em ambos os grupos, com prevalência de 7,9% no COP e de 5,7% no 
SOP. Os gêneros Escherichia e Proteus foram encontrados em 5,3% das amostras do grupo COP. 
No grupo SOP, somente o gênero Escherichia foi isolado em 2,9% do total de amostras. Ambos 
os gêneros Micrococcus e Shigella tiveram frequência de 2,9% nas amostras do grupo SOP. O 
gênero Bacillus foi isolado apenas no grupo COP em 2,9% das amostras. Finalmente as bactérias 
BGNnF estavam presentes em 28,6% das amostras dos animais sadios e em 10,5% das amostras 
do grupo com otite. Não foi possível a identificação em nível de gênero destas bactérias. 
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Figura II.5 Frequências dos diferentes gêneros de bactérias isoladas nas amostras coletadas do conduto 
auditivo dos bovinos dos grupos estudados. 

II.5.2  Frequência de infecções por fungos 

Os resultados do crescimento de fungos nas amostras coletadas nos meses de julho e 
novembro de 2013 e nos meses de janeiro e abril de 2014 estão na tabela II.3. Os gêneros presentes 
em cada amostra também estão relacionados nesta tabela. Das 24 amostras do grupo COP, 17 
delas estavam positivas para fungos e obteve-se 34 isolados. Das 23 amostras dos animais sadios, 
11 estavam positivas e originaram 14 isolados. Em algumas amostras, os gêneros Aspergillus, 
Cladosporium, Penicillium, Rhodotorula, Curvularia e Bipolaris foram encontrados 
isoladamente. Em outras, foram isoladas associações de até quatro gêneros diferentes. Nos meses 
de julho de julho de 2013 e janeiro de 2014, o CAE de todos os animais do grupo COP continham 
fungos. As infecções eram simples ou continham até quatro espécies distintas. Neste mesmo 
período foi detectada a maior incidência de espécies fungicas isoladas no grupo SOP. Entretanto 
nem todas as amostras foram positivas. Não foram isolados fungos nos animais de número 7, 8 e 
10 no mês de julho, assim como nos animais 7 e 10, no mês de janeiro. No mês de janeiro os 
animais 9 e 11 apresentaram uma única espécie de fungo, enquanto na amostra do animal 12 
foram encontradas duas espécies distintas. Nas amostras coletadas em novembro de 2013 e abril 
de 2014, em ambos os grupos, houve um predomínio de infecções simples e uma variedade de 
gêneros isolados. 
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Tabela II.3 Resultados do crescimento de fungos nas amostras coletadas nos meses de julho e novembro de 
2013 e janeiro e abril de 2014. 

 

Apenas os animais 2 e 3 apresentaram infecções fúngicas nas quatro coletas, porém com 
diferentes gêneros. Os animais 8 e 10 foram os únicos nos quais encontrou-se fungos em apenas 
uma coleta e o último deles não estava presente à coleta feita em abril/2014.  

Como ilustrado na figura II.6, o percentual de amostras positivas para fungos foi de 70,8% no 
grupo COP e de 47,8% no grupo SOP. Todas as amostras positivas para fungos estavam 
associadas com bactérias, caracterizando as chamadas infecções mistas. 

Julho 2013 Novembro 2013 Janeiro 2014 Abril 2014
Fungos Fungos Fungos Fungos

1 Foca
Aspergillus niger agregados         

Aspergillus spp. 
Cladosporium spp.

­

Aspergillus niger agregados     

Aspergillus flavus      

Aspergillus spp. 
­

2 Feijoada

Aspergillus versicolor 

Cladosporium spp. 
Penicillium spp. 
Rodothorula spp.

Penicillium  spp.      
Cladosporium  spp. 

­ Aspergillus spp.

3 Iguana
Cladosporium spp. 
Rodothorula spp. 

Penicillium  spp.
Aspergilus niger agregados 

Aspergillus spp.

Aspergillus spp. 
Cladosporium spp.

4 Gama
Cladosporium spp. 
Aspergillus flavus  

Penicillium spp.
­ Aspergillus flavus ­

5 Abdala Penicillium  spp. ­ Aspergillus niger agregados ­

6 Bondosa
Aspergillus spp.          
Penicillium spp. 

­
Aspergillus niger agregados   

Aspergillus spp.
Aspergillus fumigatus

7 Imida ­ Curvularia  spp. ­ Aspergillus sexuado

8 Bacharela ­ ­ Aspergillus niger agregado ­

9 Alasca Cladosporium spp. Bipolaris  spp.
Aspergillus niger agregados 

Fusarium spp.
­

10 Babete ­ Cladosporium  spp. ­ ­

11 Interação Penicillium spp. ­ Aspergillus niger agregados ­

12 Madural
Aspergillus versicolor 

Aspergillus caespitosu
­

Aspergillus niger agregados 

Penicillium spp. 
­

Os animais de 1 a 6 eram parasitados pelo nematoide auricular do gênero Rhabditis. Os animais de 7 a 12 não apresentaram sinais de otite
parasitária.

Animal
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Figura II.6 Frequência de infecções fungicas nas amostras coletadas nos animais dos grupos estudados. 

A ocorrência dos diferentes gêneros de fungos nos dois grupos de animais estudados está na 
Figura II.7. O Aspergillus foi o gênero mais frequente em ambos os grupos. No grupo COP 
obteve-se um total de 34 isolados distintos. Destes, 58,8% eram de espécies do gênero 
Aspergillus, as quais foram detalhadas anteriormente na Tabela 3. No grupo SOP obteve-se 14 
isolados fúngicos. O percentual de culturas do gênero Aspergillus foi de 50,0%. Os gêneros 
Cladosporium e Penicillium foram isolados em 17,6% das amostras do grupo COP e em 14,3% 
do grupo SOP. O gênero Rodothorula foi isolado em 5,9% das amostras dos animais com otite, 
não sendo encontrado nos animais sem otite. Finalmente, os gêneros Curvularia, Bipolaris e 
Fusarium estavam presentes nas amostras dos animais com otite com 7,1% de frequência. 
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II.5.3 Perfil de sensibilidade bacteriana in vitro 

Para uma melhor visualização dos resultados do teste de sensibilidade aos antibióticos, as bactérias 
isoladas e avaliadas in vitro foram divididas em dois grupos: Gram-negativas e Gram-positivas. Os 
resultados obtidos das amostras coletadas nos animais dos grupos COP e SOP estão detalhados na tabela 
II.4. 

Figura II.7 Frequência dos diferentes gêneros de fungos encontrados nas amostras coletadas nos animais 
dos grupos estudados 
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Tabela II.4 Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, no teste de difusão com discos, em isolados 
bacterianos obtidos das amostras coletadas dos animais dos grupos COP e SOP nos meses de julho e 
novembro de 2013 e janeiro e abril de 2014. 

 

Os testes de sensibilidade aos antibióticos foram realizados em todos os isolados bacterianos. 
Verificou-se que o percentual de resistência das bactérias isoladas dos animais sadios foi 
semelhante (34,7%) ao daquelas isoladas dos animais com otite (31,6%). 

Gram-negativas: A amicacina teve 100% e 94% de eficiência para as bactérias do grupo COP e 
do grupo SOP, respectivamente. A gentamicina e a ciprofloxacina também mostraram alta 
eficiência em ambos os grupos: 95 e 80% de eficiência para as bactérias isoladas do grupo COP 
e 88 e 92% para as bactérias do grupo SOP, respectivamente. A enrofloxacina foi 77% eficiente 

S/T % S/T % S/T % S/T %

Aminoglicosídeos

Gentamicina 20/21 95 15/17 88 13/13 100 13/14 93

Estreptomicina 15/21 71 12/16 75 3/4 75 5/5 100

Neomicina 10/15 67 8/14 57 3/4 75 5/5 100

Amicacina 17/17 100 15/16 94

Quinolonas

Enrofloxacina 13/17 77 9/16 56 9/10 90 6/10 60

Norfloxacina 12/17 57 14/16 87 1/2 50

Ciprofloxacina 12/15 80 11/12 91 12/13 92 10/10 100

Sulfonamidas + Pirimidinas

Sulfametoxazol + Trimetoprima 7/21 33 4/17 23 7/13 54 8/14 57

Cefalosporinas 1a geração

Cefalexina 0/2 0 10/10 100 7/11 63

Cefalotina 1/6 17 0/1 0 10/10 100 10/12 83

Cefalosporinas 2a geração

Cefoxitina 10/17 59 4/16 25 2/2 10

Cefalosporinas 3a geração

Ceftiofur 9/15 60 2/15 13 10/10 100 6/10 60

Polimixinas

Polimixina B 2/4 50 0/1 0 11/14 79 13/14 93

Cloranfenicol

Florfenicol 4/10 40 1/5 20 4/4 100 3/3 100

Beta Lactâmicos

Amoxilina 0/4 0 0/1 0 4/4 100 3/3 100

Amoxilina +Ac. Clavulânico 7/17 41 2/16 13 10/10 100 6/10 60

Ampicilina 1/10 10 1/6 17 4/4 100 3/3 100

Ampicilina + Sulbactam 5/11 46 9/10 90 5/8 62

Penicilina G 0/3 0 0/1 0 11/14 78 8/13 61

Oxacilina 4/10 40 3/9 33

Bacitracina 2/4 50 1/1 100 4/4 100 2/2 100

COP = Com otite parasitária   SOP = Sem otite parasitária   S = Sensível   T = Testado

Isolados Gram-negativos Isolados Gram-positivos

Antimicrobianos COP SOP COP SOP
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contra as bactérias do grupo COP, enquanto aquelas do grupo SOP mostraram sensibilidade de 
56%. A estreptomicina e a neomicina mostraram eficiências próximas quando foram comparados 
os isolados dos dois grupos de animais: 71 e 67% no COP e 75 e 57% no SOP, respectivamente. 
A eficiência dos antibióticos ceftiofur, a cefoxitina e a polimixina B, para as bactérias do grupo 
COP, foi de 60, 59 e 50%, respectivamente. Para as bactérias do grupo SOP, estes três antibióticos 
mostraram-se pouco eficientes. O ceftiofur e a cefoxitina mostraram eficiência de apenas 13 e 
25%, respectivamente. A polimixina B não mostrou efeito algum nas bactérias do grupo SOP. A 
sensibilidade bacteriana aos antibióticos amoxicilina + ácido clavulânico, florfenicol, 
sulfametoxazol + trimetoprima, cefalotina e ampicilina foi inferior a 41,2% no grupo COP e ainda 
menor no grupo SOP (< 23,5%). Os antibióticos amoxilina e penicilina G foram totalmente 
ineficientes em ambos os grupos. A ampicilina e a cefalexina, foram testadas apenas no grupo 
COP. A primeira apresentou eficiência de 45,5%, enquanto a segunda foi ineficiente. A 
bacitracina foi 100% eficiente no teste de um isolado do grupo SOP e nas bactérias do grupo COP 
teve 50% de eficiência, porém, à campo, não é o antibiótico de escolha para o tratamento de 
bactérias Gram-. 

Gram-positivas: Não houve diferenças significativas de sensibilidade destes isolados quando 
comparados aos resultados dos animais com e sem otite, com exceção dos antibióticos 
enrofloxacina, cefalexina, ceftiofur e ampicilina + sulbactam. Os antibióticos que obtiveram 
100% de eficiência nos dois grupos foram a amoxilina, a ampicilina, a bacitracina e o florfenicol. 
No grupo COP verificou-se 100% de eficiência dos seguintes antibióticos: gentamicina, 
cefalexina, cefalotina, ceftiofur e amoxilina + ácido clavulânico. Já no grupo SOP, a 
estreptomicina, a neomicina, ciprofloxacina, e a cefoxitina foram 100% eficientes. No grupo 
COP, estes três primeiros antibióticos alcançaram 92,3%, 75,0% e 75,0% de eficiência, 
respectivamente. A cefoxitina não foi testada neste grupo. A ampicilina + sulbactan e a 
enrofloxacina apresentaram 90,0% de sensibilidade no grupo COP. No grupo SOP, estas duas 
bases apresentaram eficiência de 62,5% e 60,0%, respectivamente. As bactérias isoladas do grupo 
COP mostraram 78,6% de sensibilidade à penicilina G e polimixina B. Já no grupo SOP estes 
antibióticos mostraram eficiências de 61,5% e 92,9%, respectivamente. O sulfametoxazol + 
trimetoprima, e a oxacilina apresentaram eficiência abaixo de 60 % nos dois grupos. A 
norfloxacina, mostrou 50% de eficiência no grupo SOP e não foi testada nos animais do grupo 
COP. 

II.6 DISCUSSÃO 

Para uma melhor compreensão, na Figura II.8 estão resumidos os resultados deste estudo. As 
infecções mistas, de fungos e bactérias, foram os resultados mais prevalentes, tanto nos animais 
com otite (66,7%), quanto naqueles sem otite (47,8%). Além disso, é possível verificar que a 
associação de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foram mais prevalentes no grupo SOP 
(26,1 %) do que no grupo COP (8,3 %). Ao contrário, as amostras contendo exclusivamente 
bactérias Gram-negativas foram mais frequentes no grupo COP (25,0%) do que no grupo SOP 
(17,4%). Vale ressaltar mais uma vez, que não foram encontradas amostras infectadas 
exclusivamente por fungos em nenhum grupo. 
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Figura II.8 Resultados das análises microbiológicas realizadas nas amostras coletadas dos animais com e 
sem otite parasitária. 

O número de isolados bacterianos obtidos neste estudo foi de 38 nas 24 amostras coletadas 
dos animais com otite e de 34 nas 23 amostras daqueles sadios. Não houve diferença no total de 
isolados bacterianos no CAE dos animais de ambos os grupos. Quanto aos fungos, obteve-se 34 
isolados em 17 amostras positivas do grupo COP e 14 em 11 amostras do grupo SOP. As amostras 
do grupo COP apresentaram três vezes maior quantidade de isolados fúngicos do que as amostras 
dos animais sadios. No entanto, vale ressaltar, que nem todas as amostras testadas foram positivas 
para fungos. 

As análises microbiológicas mostraram que, apesar do Staphylococcus ter sido, 
individualmente, o gênero mais frequente nos dois grupos, as bactérias Gram-negativas 
predominaram (Figura 3). No grupo SOP a prevalência dos gêneros Gram-negativos mais 
prevalentes, Pseudomonas spp. e BGNnF, resultou no total de 48,8%. No grupo COP, além destes 
dois, somou-se a prevalência de 15,8% do gênero Citrobacter. Desta maneira, o total dos Gram-
negativos mais encontrados foi de 47,4%. Os resultados de Leite et al. (1987) corroboram em 
parte o atual estudo pois as bactérias Gram-negativas também foram as mais prevalentes nos 
animais com otite. Porém, o percentual deste grupo de bactérias foi inferior ao encontrado no 
estudo atual e os bovinos estavam parasitados pelo ácaro. Além disso, os autores não avaliaram a 
microbiota do CAE de animais não parasitados. Msolla et al. (1986) e Odongo e Souza (1989), 
ao estudarem bovinos com otite causada pelo nematoide, encontraram os gêneros Staphylococcus, 
Pseudomonas, Streptococcus e Corynebacterium. Estes autores não citaram a prevalência destas 
bactérias isoladamente. Al-Farwachi e Ai- Hassan (2009) isolaram cocobacilos Pasteurella 
multocida e Mannheimia hemolytica de bezerros com otite e Escherichia coli e Klebsiella 

pneumonia de animais hígidos. No entanto, os animais estudados não apresentaram parasitos 
auriculares. Com relação à microbiota presente no CAE de pequenos ruminantes, Ali (2011) 
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também encontrou maior prevalência dos gêneros Pseudomonas e Staphylococcus em carneiros 
sadios e com otite. 

De acordo com Santos (1979) e Leite et al. (1987) as bactérias Gram-negativas dos gêneros 

Pseudomonas, Proteus e Arcanobacterium são amplamente associados a otites crônicas, causando 
otorréia esverdeada e de mau odor. De maneira similar aos resultados destes autores, neste estudo 
as bactérias Gram-negativas foram isoladas em percentuais elevados nos animais do grupo COP. 
Além disso, este tipo de bactérias também foi bastante prevalente no grupo SOP. Tais resultados 
sugerem que as bactérias encontradas no CAE dos animais com otite pertenceriam a sua 
microbiota comensal. A patogenicidade destes microrganismos se daria devido às alterações 
locais decorrentes do processo inflamatório provocado pela presença dos nematoides. Duarte e 
Hamdan (2004) também associaram o aumento de temperatura e ao edema desencadeados pelas 
lesões causadas pelos parasitos auriculares à proliferação de microrganismos da flora auricular 
normal.  

Com relação ao número de gêneros fúngicos que cresceram nas amostras analisadas, verificou-
se que o grupo dos animais com otite apresentaram cerca de 1,5 vezes mais fungos do que o grupo 
dos animais sadios. No grupo COP, 70,8% das amostras estavam positivas para estes 
microrganismos, enquanto no grupo SOP, apenas 47,8% do total continham fungos. Estudos 
micológicos realizados apenas em bovinos Gir com otite por Duarte et al. (2001), revelaram que 
75,6% das amostras estavam positivas para fungos. Este valor, calculado de um total de 45 
amostras de fêmeas adultas, foi superior ao encontrado no atual estudo. Entretanto, estes autores 
não estudaram a microbiota de animais hígidos.  

As associações de diferentes espécies ou gêneros de fungos em uma mesma amostra foram 
mais frequentes no grupo COP se comparado ao grupo SOP. 

O gênero Aspergillus foi o mais frequente nas amostras dos dois grupos, representado pelas 
espécies A. foetidus, A. versicolor, A. flavus, A. niger agregado, A. fumigatus e Aspergillus spp. 
A porcentagem deste gênero no total de isolados foi de 58,8% nos animais parasitados e de 50,0% 
nos animais sadios. Também foram isolados os gêneros Cladosporium e Penicillium, Rodothorula 
Curvularia, Bipolaris e Fusarium, porém, em menor frequência (Figura 5). Com exceção dos dois 
primeiros que tiveram, cada um deles, prevalência de 17,6% no grupo COP e 14,3% no grupo 
SOP. Duarte et al. (2001) encontraram os gêneros Aspergillus, Rodothorula e Candida no CAE 
dos bovinos com otite. No entanto, o gênero mais prevalente foi Malassezia, isolado em culturas 
puras ou em associação com um ou mais fungos. Já Duarte et al. (2004) conseguiram isolar o 
gênero Malassezia do CAE de 38,1% bovinos sadios e de 63,3% bovinos com otite. Contrariando 
os estudos acima, este gênero não foi isolado em nenhuma amostra do presente estudo. Yeruham 
et al. (1999) isolaram diversas espécies de Candida, além das espécies Pichia carsonii e 
Rhodotorula rubra das orelhas de bezerros com otite. No total, foram 24 isolados fúngicos obtidos 
das amostras dos animais doentes. Já das amostras dos animais sadios foram obtidos apenas cinco 
isolados fúngicos. Apesar dos bovinos estudados não apresentarem parasitos auriculares como no 
estudo atual, ambos resultados foram similares com relação à presença de fungos nos animais 
com e sem otite. 

Os fungos frequentemente estão envolvidos na etiologia das infecções do CAE dos bovinos e 
na maioria dos casos, associados a bactérias (Duarte e Hamdan, 2004). Os resultados do atual 
estudo confirmam esta afirmativa, pois nenhuma amostra apresentou unicamente fungos. Ao 
contrário, a associação destes microrganismos com bactérias foi o achado mais prevalente, tanto 
nos animais com otite parasitária (66,7%), quanto nos animais sadios (47,8%). Msolla et al. 
(1987) e Duarte e Hamdan (2004) também relataram a presença de infecções mistas nos casos 



63 
 

crônicos de otite parasitária em bovinos. Yeruham et al. (1999) também encontraram associações 
de bactérias e fungos nos casos de otite média e também no CAE de bezerros sadios. Os autores 
concluíram que os microrganismos isolados destes últimos poderiam ser considerados como 
saprófitas não patogênicos. Em outras espécies também houve relatos de associações de 
microrganismos nas infecções auriculares. Hayyawi (2012), ao estudar carneiros com sinais de 
otite externa, conseguiram isolar as espécies Candida albicans e Aspergillus spp., além de 
inúmeras espécies bacterianas. Em outras espécies, inclusive no Homem, as infecções mistas já 
foram amplamente relatadas, ocasionando doenças otológicas e comprometendo a eficiência dos 
protocolos de tratamento (Chengappa et al., 1984; Nogueira et al., 2008 e Petrov et al., 2013). 

As amostras do CAE analisadas neste estudo foram coletadas nos mesmos animais, a cada três 
meses, durante o período entre julho de 2013 e abril de 2014. Não foi aplicado nenhum produto 
antifúngico durante o período de coleta de amostras. No entanto, verificou-se que nos meses de 
julho de 2013 e de janeiro de 2014, a prevalência de fungos isolados foi significativamente maior 
do que nos outros dois meses, como pode ser observado na Tabela 3. Não foram encontradas 
evidências que pudessem explicar tais resultados.  

A sensibilidade aos antibióticos foi mostrada na Tabela 4. Na metade das bases testadas, as 
bactérias Gram-negativas isoladas nos dois grupos de animais, apresentaram sensibilidade 
inferior a 50%. As bactérias Gram-positivas, mostraram sensibilidade inferior a 50% a apenas 
duas bases testadas. Tais resultados permitiram inferir que os isolados Gram-negativos dos 
animais sadios e com otite apresentaram maior resistência aos antibióticos do que as bactérias 
Gram-positivas. Apenas três antibióticos, gentamicina, amicacina e ciprofloxacina apresentaram 
eficiência contra bactérias Gram-negativas acima de 80%. Por outro lado, a ampicilina apresentou 
o pior resultado, com apenas 10% de eficiência. Os antibióticos do grupo dos Beta-lactâmicos e 
o Cloranfenicol foram os menos eficientes contra as bactérias Gram-negativas, com taxa de 
sensibilidade inferior a 50,0%. A multirresistência das bactérias Gram-negativas foi encontrada 
em várias amostras analisadas neste estudo. Contrariando as expectativas prévias dos autores 
desse estudo, as bactérias Gram-negativas isoladas dos animais sadios mostraram resistência 
antibide luz maior do que aquelas isoladas de otites crônicas. Principalmente com relação aos beta 
lactâmicos, à polimixina, ao florfenicol, à enrofloxacina e à todas as cefalosporinas. Este perfil 
de sensibilidade também foi encontrado com relação às Gram-positivas. Aquelas isoladas dos 
animais do grupo SOP foram mais resistentes as do grupo COP. Este foi o caso da gentamicina, 
da enrofloxacina, das cefalosporinas, da amoxilina + ácido clavulânico, da ampicilina + 
sulbactam, da penicilina G e da oxacilina. Estes resultados poderiam ser atribuídos ao uso 
indiscriminado de antibióticos de largo espectro para o tratamento de infecções bacterianas 
durante a vida dos animais deste rebanho. 

Poucos artigos sobre análise de sensibilidade aos antibióticos em bovinos foram encontrados 
na literatura. A maioria dos estudos refere-se a cães ou outros animais domésticos. Um dos 
trabalhos sobre uso de antibiótico em bovinos com otite foi aquele desenvolvido por Yeruham et 
al. (1999). Eles testaram a sensibilidade aos antibióticos de isolados de Pasteurella haemolytica 
e P. multocida em um surto de otite média de bezerros leiteiros. Estas bactérias, não isoladas nas 
amostras do estudo atual, apresentaram alta susceptibilidade à ampicilina, gentamicina e 
enrofloxacina. A estreptomicina e a penicilina mostraram eficiências inferiores a 50%. Estes 
resultados reforçam a necessidade da realização do teste de sensibilidade aos antibióticos, antes 
do início de tratamento contra a otite, causada por parasitos ou não.  

No estudo conduzido por Ali (2011) isolou-se Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus 
aureus do conduto auditivo de carneiros com otite externa. A primeira espécie bacteriana foi 
altamente resistente à ampicilina, ao cloranfenicol e à eritromicina e sensível à ciprofloxacina e 
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ao norfloxacina. Já a segunda, também foi sensível aos dois últimos antibióticos e também à 
eritromicina e resistente à ampicilina e ao cloranfenicol. Tais resultados corroboram em parte o 
estudo atual que demonstrou a resistência das bactérias Gram-negativas encontradas nos animais 
com otite à ampicilina e sensibilidade à Ciprofloxacina. No entanto estas bactérias só 
apresentaram 57% de sensibilidade à Norfloxacina. Quanto às bactérias Gram-positivas, elas 
também foram sensíveis à ampicilina e à ciprofloxacina, mas apresentaram apenas 50% de 
sensibilidade à norfloxacina.  

As bactérias Gram-positivas isoladas de cães com otite por Petrov et al. (2013), mostraram 
alta sensibilidade às combinações de β-lactâmicos e também aos aminoglicosídeos, à 
gentamicina, à amicacina e à tobramicina, com percentagem de sensibilidade entre 74% e 91%. 
Além disso, os estafilococos apresentaram sensibilidade entre 40% e 68% ao cloranfenicol e à 
enrofloxacina, respectivamente. Com relação às bactérias Gram-negativas, o comportamento 
frente aos β-lactâmicos variou de acordo com as espécies, sendo que a P. aeruginosa foi altamente 
resistente. Por outro lado, esta espécie foi sensível à enrofloxacina e à polimixina B e resistente 
ao Cloranfenicol, à tetraciclina, à lincomicina e à estreptomicina. Mesmo levando-se em 
consideração que estes estudos foram realizados com cães, é possível perceber algumas 
similaridades dos resultados com os do estudo atual. As bactérias Gram-positivas isoladas dos 
animais com otite também foram altamente sensíveis aos aminoglicosídeos e aos β-lactâmicos, 
com exceção à oxacilina, com sensibilidade de 40%. E ainda, mostraram sensibilidade alta ao 
cloranfenicol, às cefalosporinas e às quinolonas. As bactérias Gram-negativas também foram 
bastante resistentes aos β-lactâmicos, às cefalosporinas em especial às de 1ª geração, como já era 
esperado. Quanto ao cloranfenicol a porcentagem de resistência foi a mesma. Em relação à 
enrofloxacina, as bactérias deste estudo mostraram uma sensibilidade de 77%, ligeiramente maior 
do que os 68% encontrados no estudo de Petrov (2013).  

Oliveira et al. (2012) estudaram 616 cães com otite: Os isolados foram sensíveis 
principalmente para norfloxacina (89,6%), gentamicina (83,3%), ofloxacina (80,2%), tobramicina 
(74,3%), ciprofloxacina (73,2%) e enrofloxacina (69,4%). Em contraste, a maior resistência foi 
observada com o uso da neomicina (30,8%) e cefalexina (27,6%). A ocorrência de resistência 
múltipla a três ou mais e a cinco ou mais dos antimicrobianos utilizados foi observada em 
respectivamente, 34,9 e 15,5% dos isolados. No atual estudo, as bactérias isoladas do grupo COP 
também foram sensíveis à gentamicina, à ciprofloxacina e à enrofloxacina e resistentes à 
cefalexina. Porém, a sensibilidade à neomicina foi superior aos deste estudo (67,0 e 30,8%, 
respectivamente).  

Ao estudar o perfil da sensibilidade a antimicrobianos de bactérias isoladas do CAE de cães 
com otite, Santos (2007) verificou sensibilidade do gênero Staphylococcus acima de 94% à 
cefalexina e de 70,5% à gentamicina. Porém com relação à Pseudomonas spp. estes antibióticos 
mostraram taxas de resistência de 85,7%. Este gênero mostrou sensibilidade de 28,6% a 
ciprofloxacina e a norfloxacina. No atual estudo, a sensibilidade das bactérias gram-positivas à 
cefalexina e à gentamicina foi de 100%. Contrariando o estudo citado acima, a sensibilidade deste 
grupo de bactérias à gentamicina foi de 100% e das Gram-negativas foi de 95%. A sensibilidade 
destas bactérias à ciprofloxacina e à norfloxacina foi de 80,0 e 57,0%, respectivamente. 

II.7 CONCLUSÕES 

Neste trabalho foi analisado o perfil microbiológico do conduto auditivo externo de 12 bovinos 
da raça Gir, seis deles parasitados por nematoides auriculares e seis sadios. Baseando-se nos 
resultados obtidos e nas respectivas discussões, pode-se concluir que:  
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- Todas as amostras coletadas no CAE apresentaram crescimento bacteriano e o Staphylococcus 
e o Pseudomonas foram os gêneros mais frequentes; 

- As amostras dos animais parasitados pelo nematoide apresentaram mais fungos do que as 
amostras dos animais sadios, porém, o gênero fúngico mais prevalente, em ambos os grupos, 
foi o Aspergillus. 

- Os resultados do teste de sensibilidade aos antimicrobianos mostrou altas taxas de 
multirresistência das bactérias Gram-negativas de ambos os grupos de animais. 

II.8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A alta frequência de infecções mistas aliada à susceptibilidade variável dos isolados aos 
antimicrobianos são consideradas como agravantes da otite parasitária. Entretanto, a semelhança 
do perfil microbiológico do CAE dos animais doentes e sadios sugere ser verdadeira a hipótese 
de que a inflamação local causada pelo parasita auricular levaria a microbiota comensal a se tornar 
patogênica. Aquelas espécies bacterianas mais adaptadas à ambientes quentes e úmidos passariam 
a proliferar intensamente e a ganhar o espaço de outras menos eficientes. Portanto, deve-se 
considerar a possibilidade de modificação do microambiente local afim de inviabilizar o 
desenvolvimento do parasito. Esta poderia ser uma alternativa ao uso indiscriminado de 
antibióticos ou antifúngicos contra os agentes das infeções secundárias. Estudos mais 
aprofundados poderiam ser conduzidos utilizando-se produtos antiinflamatórios ou que 
promovessem a desidratação da mucosa local após a eliminação dos parasitos auriculares. 

Os resultados do teste de sensibilidade aos antibióticos reforçam a necessidade do uso racional 
dos antibióticos na prática terapêutica veterinária. Deve ser considerada, principalmente, a 
utilização sem critérios técnicos de medicamentos convencionais contendo antibióticos cujas 
bases têm mostrado altas taxas de resistência no campo. 
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III. CAPÍTULO 3 

AVALIAÇÃO DA EFICÁCIA DE UM PROTOCOLO DE CONTROLE CONTRA 
PARASITOS AURICULARES EM UM REBANHO BOVINO DA RAÇA GIR 

RESUMO 

Avaliou-se neste estudo um protocolo de controle de parasitos auriculares em um rebanho 
composto por 32 animais da raça Gir de idade variada, de ambos os sexos. O protocolo, que teve 
início em janeiro de 2013 e duração de um ano, consistiu na utilização mensal de um 
antiparasitário tópico, à base de organofosforado, no pavilhão auricular dos bovinos. O objetivo 
foi interromper o ciclo dos parasitos auriculares no hospedeiro e a eliminação tanto das 
infestações pré-existentes quanto das reinfestações. Antes do início do protocolo as orelhas dos 
animais foram inspecionadas e classificadas quanto à presença e aspecto da secreção auricular. 
Foi feito o lavado auricular para diagnóstico da carga parasitária do ácaro e para a classificação 
qualitativa da infecção pelo nematoide. Outros dois lavados foram realizados em julho de 2013 e 
em janeiro de 2014 e comparados com os resultados iniciais, para avaliar a eficiência do 
protocolo. O protocolo de controle avaliado neste estudo mostrou-se ineficiente no combate às 
infestações pelo nematoide. Ao final dos 12 meses, o número de orelhas parasitadas permaneceu 
o mesmo do início do experimento. Além disso, verificou-se o agravamento das otites pré-
existentes. Quanto ao ácaro, houve a diminuição significativa do número de orelhas parasitadas e 
na carga parasitária do parasito, sem, contudo, levar à eliminação completa da infecção. 

Palavras chave: Parasitos auriculares, bovino, protocolo de controle, organofosforado, Gir. 

ABSTRACT 

An ear parasites control protocol in a Gyr herd consisting of 32 animals of varying 

age, of both sexes, was evaluated in this study. This protocol, which consisted of an 

antiparasitic topic organophosphate-based, was used monthly in the ear of the cattle. The 

tests were performed from January 2013 to January 2014. The aim of this treatment was 

to interrupt the cycle of ear parasites in the host and the elimination of pre-existing 

infestations and of the re-infestations. Before start treatments, the animal ears were 

inspected and classified according to the presence and appearance of ear secretions. 

Washing of the ear canals for diagnosis of parasite load mite and for the qualitative 

classification of nematoide infection were performed. To evaluate the protocol efficiency, 

other two washings were carried out in July 2013 and January 2014 and compared with 

the initial results. The control protocol evaluated in this study was not effective in 

combating infestations by nematode. At the end of 12 months, the number of parasitized 

ears remained the same as the beginning of the experiment. Furthermore, the pre-existing 

ear infections became stronger. About the mite, there was a significant decrease in the 

number of infested ears and the parasite load. However, there was not the complete 

eliminations of the infection. 

Keywords: Parasites ear canal, bovine, control protocol, organophosphate, Gyr 
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III.1 INTRODUÇÃO 

A otite parasitária que acomete bovinos da raça Gir causa inúmeros prejuízos e é considerada 
um problema sanitário grave que pode inviabilizar a criação destes animais. Os agentes 
etiológicos são nematoides da família Rhabditidae, responsáveis por sinais clínicos da doença e 
ácaros do gênero Railiettia. O controle efetivo da parasitose, a despeito da variedade de protocolos 
terapêuticos já testados, ainda não foi alcançado. Não existe no mercado nenhuma formulação 
química específica para o controle das parasitoses auriculares de bovinos. Este estudo avaliou a 
utilização mensal e sistemática de um antiparasitário tópico no pavilhão auricular dos bovinos, 
com o objetivo de interromper o ciclo dos parasitos auriculares e a eliminação tanto das 
infestações pré-existentes quanto das reinfestações.  

III.2 OBJETIVOS 

• Avaliar a carga parasitária de ácaros e o grau de infecção de nematoides no conduto auditivo 
externo de um rebanho de bovinos da raça Gir, com o auxílio de lavado auricular. 

• Avaliar a eficiência de um protocolo de controle dos parasitos auriculares, utilizando um 
produto, manipulado em forma de pasta, contendo o organofosforado triclorfon. 

III.3 REVISÃO DE LITERATURA 

O Brasil ocupa 20,8% da extensão territorial das Américas e 47,7% da América do Sul. A área 
destinada a pastagens corresponde a 21% do território nacional. A agropecuária cresce a cada ano 
e atualmente o país é o terceiro maior produtor mundial de leite. Segundo o IBGE (2012), a 
produção leiteira foi de 32 bilhões de litros em 2011 e, estima-se que está em ascensão. Dentre 
todas as raças especializadas, destaca-se a raça Gir. Os animais, desta raça, à semelhança de todos 
os zebuínos, são resistentes a parasitos e a doenças de clima tropical (Gasparin, 2007). Tais 
características fazem com que seja considerada a melhor opção para criadores que optem por 
sistemas de produção sustentáveis, com a utilização de animais puros ou originários do 
cruzamento com outras raças. 

Apesar das qualidades inerentes aos animais da raça, um aspecto importante observado em 
rebanhos de bovinos Gir, e que pode inviabilizar a sua criação, é a ocorrência frequente de otite 
parasitária. A doença apresenta-se tanto sob a forma de casos isolados como doença de rebanhos 
(Leite et al. 1993). Ela pode ser causada por nematoides e ácaros e, secundariamente, por bactérias 
e fungos, apresentando-se de forma subclínica, aguda e crônica (Leite et al., 1994). A otite 
causada por nematoides, que ocorre exclusivamente nesta raça, está relacionada a sinais clínicos 
que vão de leves, em animais acima de 18 meses, a muito graves, em adultos (Leite, 2010).  

O agente etiológico mais frequentemente encontrado nos animais desta raça são os nematoides 
do gênero Rhabditis, cujo primeiro relato no Brasil foi feito por Martins Jr. et al. (1971). Os 
estudos clínicos e epidemiológicos realizados por este autor e por Leite et al. (1993), citaram 
prevalências do parasito acima de 90% em animais adultos. Por sua vez, Vieira et al. (1998), 
estudando otites clínicas em bovinos da raça Gir no estado de Goiás, encontraram 78% de 
positividade por Rhabiditis sp em um total de 255 animais. Em Minas Gerais, Duarte et al. (2001a) 
relataram uma prevalência de 60,1% em animais adultos e com chifres. No município de 
Vassouras, Rio de Janeiro, Verocai et al. (2007), examinando 87 vacas puras da raça Gir que 
apresentavam otite clínica, diagnosticaram 100% de positividade em ambos os condutos 
auditivos. Um estudo atual, realizado por Leite et al. (2013) em um rebanho de 64 animais, 
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encontrou o nematoide em 52,2% em vacas, em 22,2% em novilhas acima de 24 meses e em 
13,0% de bezerros acima de 15 meses.  

A susceptibilidade dos animais da raça Gir à otite por nematoides está relacionada à 
conformação cranial, aos chifres e aos pavilhões auriculares. Estas características predispõem a 
elevação da umidade e da temperatura no conduto auditivo externo (CAE), favorecendo a 
sobrevivência do nematoide no local (Duarte et al., 2001a; Campos et al., 2009). Até o momento 
não foram encontradas referências na literatura a respeito desta parasitose em raças bovinas de 
orelhas curtas. O processo inflamatório causado pelo complexo parasitário/infeccioso, provoca 
desconforto ao animal, e não raras vezes, o quadro evolui para otite média e interna, podendo 
evoluir para o óbito (Leite et al., 1994; Vieira et al., 1998, Duarte e Hamdan, 2004). O sinal 
clínico mais característico, encontrado nos bovinos cronicamente infestados, é a presença de 
secreção auricular amarelada, repleta de parasitos e com odor pútrido. 

Por sua vez, as infestações auriculares por ácaros do gênero Raillietia acometem todas as raças 
de bovinos, com distribuição mundial e foram descritas pela primeira vez há mais de um século 
(Nunes e Nunes, 1975). São conhecidas três espécies deste gênero, sendo a R.auris (Leidy, 1872; 
Trouessart, 1902) específica de bovinos, a R. flechtmanni, também encontrada em búfalos (Santos 
e Faccini, 1996), enquanto a R. caprae que tem especificidade pelos pequenos ruminantes (Costa 
et al., 1992). De acordo com Nunes e Nunes (1975), Leite (1989) e Faccini et al. (1992) o número 
de ácaros por ouvido pode variar de um a mais de 160. As infestações sub-clínicas são comuns e 
não costumam ser diagnosticadas devido ao tamanho do ácaro, ao comprimento do CAE dos 
bovinos e à localização do parasito no hospedeiro (Leite et al. 1989a). As taxas de prevalência da 
infecção podem chegar 100% segundo estudos de Faccini et al. (1992), realizados em diversos 
estados brasileiros. Araújo Filho et al. (1996) e Boa-Morte e Oliveira (2008) encontraram 
infestações em 45,2% a 100% dos rebanhos. Elas ocorrem preferencialmente em animais das 
raças Nelore e Guzerá e em menor número nos bovinos Gir, Indubrasil, Holandês e mestiços 
(Leite, 1989). 

Não foram encontradas na literatura, referências de casos de otites sintomáticas relacionadas 
exclusivamente à Railiettia em animais da raça Gir. Segundo Nunes (1977), a R. auris não escava 
túneis na epiderme e alimenta-se apenas de cerúmen e restos celulares. Porém, suas quelíceras e 
patas provocam lesões na mucosa do CAE e membrana timpânica, culminando com o 
desencadeamento de um quadro inflamatório local (Ferry et al., 2011). Este aspecto clínico 
embasaria a hipótese de que a presença do ácaro, aliadas à anatomia das orelhas dos bovinos Gir, 
criariam um microambiente propício à infecção pelo nematóide Rhabditis (Leite, 1989). 

Com relação à infecção de ambos os parasitos, Nunes et al. (1980) encontraram apenas um 
animal duplamete parasitado, em um total de 60 bovinos. Por sua vez, Brito et al. (2005) e Leite 
et al. (2013), encontraram cerca de 6% de infestações mistas. 

O diagnóstico da rhabditiose se faz pela observação, a olho nu, da movimentação dos 
nematoides coletados com uma zaragatoa e colocados em um frasco transparente (Leite et al., 
1994). As infestações subclínicas são diagnosticadas lavando-se o canal auditivo com água 
destilada, soro fisiológico ou álcool boricado a 3% (Facuri Filho et al., 1990; Leite, 2010). Esta 
técnica também é utilizada para o diagnóstico da presença do ácaro (Leite et al. 1989b), que se 
localiza profundamente no CAE, próximo à membrana timpânica. 

Protocolos de tratamento e prevenção da otite causada por nematoides em bovinos ainda não 
foram completamente elucidados. Além disso, estudo conduzido por Leite et al. (2012) mostrou 
que os criadores de bovinos da raça Gir não fazem distinção entre protocolos de prevenção e de 
tratamento da doença. Uma grande variedade de produtos já foi utilizada sem, contudo, haver 
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relatos de cura definitiva (Vieira et al., 2001; Scott et al., 2006). Alguns autores, porém, apesar 
de não conseguirem a cura definitiva da doença, têm relatado resultados positivos. Leite (2010), 
ao fazer 8 lavados sequenciais do CAE utilizando solução de hipoclorito de sódio a 0,025% e 
alcool-éter (1:1), conseguiu eliminar o nematoide em todos os animais tratados. No entanto, após 
um ano, alguns deles apresentaram sinais de otite e a presença de nematoides. E ainda, o 
tratamento foi considerado pelos autores como inviável para a realização em grandes rebanhos 
devido ao longo tempo necessário para sua realização. Por sua vez, Teschner et al. (2014) trataram 
com sucesso um homem com diagnóstico positivo para otite desencadeada por nematoides 
utilizando lavado auricular com alcool. Campos et al. (2009) obtiveram bons resultados aplicando 
moxidectina 10% por via subcutânea, acompanhada da aplicação tópica de uma solução a base de 
triclorfon. Porém, a recidiva ocorreu 30 dias após o final do tratamento. 

Os melhores resultados no controle da parasitose, até o momento, foram alcançados 
utilizando-se produtos à base de organofosforados, em especial, o triclorfon. Eles atuam como 
inibidores da enzima acetilcolinesterase e interferem na neurotransmissão das terminações 
nervosas colinérgicas. O parasito morre devido à disfunção do sistema nervoso (Baldani, et al., 
1999). Os organofosforados foram amplamente utilizados na década de 1950 como 
ectoparasiticidas e posteriormente como anti-helmínticos. Eles são potencialmente tóxicos para 
os seres vivos e em especial para parasitos, sejam eles, sarnas, piolhos, moscas, ácaros ou vermes 
(Booth e McDonald, 1992). Estudos relatam a sua eficiência sobre parasitos do conduto auditivo 
ou da pele. Uma solução otológica, à base de Diazinon à 1%, foi utilizada em cães infestados por 
ácaros do gênero Otodectes, durante sete dias consecutivos, com eficácia de 100% (Souza et al., 
2006). Além da eficiência do triclorfon a 6% no tratamento de lesões de pele causadas pela 
Stephanofilaria, Miyakawa et al. (2012) destacaram a praticidade da aplicação da pasta e o baixo 
custo do tratamento. O estudo conduzido por Bello et al. (2008) mostrou o controle efetivo da 
infecção auricular pelo carrapato Dermacentor nitens em equinos com a aplicação bimensal de 
uma pasta à base de triclorfon. 

A importância da raça Gir para o setor produtor de leite do Brasil demonstra a necessidade da 
criação de um protocolo de controle eficaz da otite parasitária. Até o momento não existe no 
mercado nenhuma formulação química específica contra os parasitos auriculares de bovinos. Em 
especial, um produto que seja seguro, de fácil aplicação e de custo acessível. Neste estudo avaliou-
se a utilização mensal e sistemática de um antiparasitário de uso tópico no pavilhão auricular dos 
bovinos. O objetivo foi interromper o ciclo de ambos os parasitos auriculares e a eliminação tanto 
das infestações pré-existentes quanto das reinfestações. 

III.4 MATERIAL E MÉTODOS 

Neste estudo foram estudados os 32 bovinos da raça Gir, de ambos os sexos e com idades 
variando de sete meses a sete anos, pertencentes ao rebanho fazenda 2, localizada em Itabira, 
Minas Gerais. 

III.4.1 Inspeção dos animais e classificação das orelhas de acordo com a presença e o 
aspecto da secreção auricular 

O estudo teve início em janeiro de 2013, com a inspeção dos animais, analisando sua condição 
física e o estado nutricional. Em seguida, os mesmos foram contidos em brete de madeira e, 
utilizando-se um cabresto de corda, foi feita a imobilização da cabeça, de maneira que as orelhas 
ficassem livres. O pavilhão auricular e o conduto auditivo externo foram avaliados para a 
presença, localização e aspecto da secreção auricular. De acordo com estes parâmetros, as orelhas 
foram categorizadas de acordo com os critérios descritos na tabela III.1. 



70 
 

Esta classificação foi utilizada nas análises estatísticas que avaliaram a correlação entre a 
presença do nematoide e do ácaro com a secreção auricular visualizada no CAE dos animais. 
Além disso, estes dados, somados aos resultados do diagnóstico parasitológico cuja metodologia 
será descrita a seguir, permitiram classificar os animais quanto ao grau da otite apresentada e 
serviram como referência da evolução do tratamento. 

Tabela III.1 Classificação auricular de acordo com a presença, localização e aspecto da secreção 
encontrada no pavilhão auricular e no CAE dos animais estudados (Figura III.1 A - B - C). 

 

III.4.2 Coleta de material para diagnóstico parasitológico 

O diagnóstico para a verificação da presença dos parasitos auriculares (ácaros e nematoides) 
foi feito utilizando-se a técnica preconizada por Leite et al.(1989b), com as variações sugeridas 
por Leite (2010). Foi utilizada uma seringa automática com capacidade de 30ml1, acoplada a uma 
ponteira plástica de micropipeta descartável, a qual foi introduzida, delicadamente no CAE. 
Posteriormente foi feita a lavagem sob pressão do CAE de ambas as orelhas injetando 60ml de 
água destilada, em dois fluxos. O material resultante foi coletado, com o auxílio de um funil de 
boca larga posicionado logo abaixo do pavilhão auricular, em um tubo plástico de fundo cônico 
tipo Falcon com capacidade de 60ml (Figura III.1D). Os tubos contendo o material do lavado 
auricular foram identificados com o número do animal e o lado de cada orelha. Foram 
armazenados em temperatura ambiente e imediatamente transportados à Escola de Veterinária da 
UFMG e processados no mesmo dia.  

                                                           
1 Seringa dosadora para aplicação de ACATAK Pour On® - Novartis 

S- Sem secreção

S+ Secreção moderada

S++ Secreção abundante

CAE e pavilhão auricular sem secreção, limpo ou contendo apenas
cerúmen de coloração marrom.

Presença de secreção de cor amarela clara, fluida, visível apenas na porção 
inicial do CAE.

Presença de secreção de cor amarela clara, com odor característico,
localizada na porção inicial do CAE e no terço inicial do pavilhão auricular.

Caracterísiticas do CAE e do pavilhão auricularClassificação das orelhas
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Figura III.1 (A - B - C) Imagens das orelhas dos bovinos sem secreção auricular (S-), presença moderada de secreção 
(S+) e presença de secreção abundante (S++); coleta do lavado auricular para diagnóstico parasitológico (D); observação 
do material coletado com o auxílio de microscópio estereoscópico (E); (F - G) aplicação da pasta antiparasitária.  
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No laboratório de parasitoses (LP), o material foi vertido em placa de Petri (100x20), em cujo 
fundo foram traçadas linhas. O lavado auricular foi observado com o auxílio de microscópio 
estereoscópico (Metrimpex PZO-Labimex) para a presença de parasitos (Figura III.1E). 
Procedeu-se a contagem do número de ácaros obtendo-se a carga parasitária (CP) presente em 
cada orelha e a CP média entre os animais positivos. A fase do ciclo do parasito ou o sexo não 
foram avaliados. Quanto ao nematoide, realizou-se a classificação qualitativa da infecção tendo 
como referência a classificação sugerida por Leite et al. (2013): a secreção auricular foi avaliada 
no momento da coleta e classificada de acordo com a tabela III.1. Para quantificar o número de 
nematoides encontrados no CAE foram utilizados os seguintes critérios:  

• Amostra negativa (-); 

• Amostra com até 50 espécimes (P+); 

• Amostra com 51 a 100 espécimes (P++); 

• Amostra com mais de 100 espécimes (P+++). 

A tabela III.2 foi então elaborada com os quatro diferentes graus de otite encontrados nos 
animais estudados. 

A categorização dos graus de otite foi utilizada na avaliação da eficiência do protocolo de 
tratamento testado neste estudo. Foram realizados três diagnósticos parasitológicos durante o 
período do estudo com os seguintes objetivos: 

• Diagnóstico 1- Em janeiro de 2013 - Avaliação inicial da infecção de parasitos auriculares 
presente no CAE dos animais, antes do tratamento; 

• Diagnóstico 2 - Em julho de 2013 - Primeira avaliação da eficiência do protocolo de controle 
das parasitoses auriculares, após seis meses de tratamento; 

• Diagnóstico 3 - Em janeiro de 2014 - Avaliação final da eficiência do protocolo de controle 
das parasitoses auriculares, após 12 meses de tratamento. 

Descrição dos sinais e achados clínicos

Grau 0 Ausente Ausência de secreção auricular (S-) e de nematoides (-);

Grau 1 Subclínica
Ausência de secreção auricular (S-) e presença de até 50 especimes
de nematoides (P+);

Grau 2 Leve
Presença de secreção auricular (S+) e presença de 51 a 100
espécimes de nematoides (P++);

Grau 3 Moderada
Presença de secreção auricular abundante (S++) e de mais de 100
espécimes de nematoides (P+++).

Leite et  al. (2013)

Classificação da otite

Tabela III. 2 Classificação da otite parasitária bovina, de acordo com a presença, quantidade e o aspecto da secreção 
auricular e a presença de nematoides. 
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III.4.3  Protocolo de controle da otite parasitária 

O protocolo de controle da otite parasitária foi iniciado em janeiro de 2013. Foi aplicado um 
produto antiparasitário à base do organofosforado triclorfon, manipulado na forma de pasta2 
(Bello et al., 2008), no pavilhão auricular e conduto auditivo, antímero direito e esquerdo, de 
todos os animais.  

Os resultados do diagnóstico 1 mostraram não haver diferença significativa entre as 
infestações encontradas nas orelhas do lado direito e do lado esquerdo, tanto com relação ao 
nematoide quanto ao ácaro (Kruskal Wallis, p=0,61, com nível de significância de 9%). Desta 
maneira, cada orelha foi considerada como amostra independente, mesmo pertencendo a um 
mesmo animal, de acordo com Sampaio (2007). 

O protocolo de controle foi estabelecido em ambas as orelhas de todo o rebanho, totalizando 
64 amostras. Os resultados do diagnóstico 1, realizado nas orelhas ainda sem tratamento, foram 
utilizados como grupo controle (GC) para as análises estatísticas feitas ao final do experimento. 

Foram aplicados manualmente 20 gramas da pasta antiparasitária em todo o pavilhão auricular 
e também na porção distal do CAE das orelhas (Figura III.1 F - G). Esse tratamento foi realizado 
mensalmente e os animais foram mantidos no manejo normal da fazenda. Nos meses em que não 
foi feito o lavado para diagnóstico parasitológico, foram realizadas as aplicações tópicas da pasta 
e a avaliação visual do pavilhão auricular e do CAE para verificar a presença de secreção. 

III.4.4 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas de acordo com Sampaio (2007) com o auxílio do 
programa estatístico InfoStat versão 2013. A comparação entre a infecção das orelhas de cada 
animal foi feita utilizando-se o teste de Kruskal Wallis.  

A eficiência do protocolo de controle foi avaliada pelo teste de Mann-Whitney, com nível de 
significância de 5%. Comparou-se os resultados dos diagnósticos parasitológicos 1, 2 e 3, 
considerando-se a infecção inicial (diagnóstico 1) como grupo controle (GC). Foi utilizada a 
dispersão de frequência dos dados categorizados apenas das orelhas que estavam parasitadas. 

O teste de Spearman foi utilizado para análise de correlação entre as características da secreção 
auricular e a infecção por cada um dos parasitos. 

III.5 RESULTADOS 

Os resultados obtidos nos três diagnósticos parasitológicos realizados nas orelhas dos bovinos 
nos meses de janeiro e julho de 2013 e janeiro de 2014 são apresentados na tabela III.3. No início 
deste estudo, dos 32 animais do rebanho da fazenda 1, 46,9% estavam parasitados pelo nematoide 
e 52,4% pelos ácaros auriculares, em infestações simples ou mistas; 

Em dezembro de 2013 quatro animais do plantel (1 vaca e 3 bezerros) foram vendidos e saíram 
do experimento, portanto o número de orelhas (n) analisadas no diagnóstico 3 passou a ser 56. 

 

                                                           
2 Formulação experimental – Depósito pedido de patente no: 01409000335 CTIT/UFMG 
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Tabela III.3 Resultados dos diagnósticos parasitológicos e das inspeções visuais feitos nos animais estudados feitos em janeiro de 2013, julho de 2013 e janeiro de 2014. 

 

  

OD OE OD OE OD OE OD OE OD OE OD OE OD OE OD OE OD OE

Domada 8,2 - - 6 - - - ++ - 1 3 - - - - - - - -

Foca 7,4 +++ +++ - - +++ +++ +++ +++ - - +++ +++ +++ +++ - - +++ +++

Feijoada 7,2 +++ +++ - - +++ +++ +++ ++ - - +++ +++ +++ +++ - - ++ ++

Gaiata 6,2 - - 3 3 - - - - 1 - - - - - 1 - - -

Iguana 5,0 ++ +++ - - ++ +++ +++ ++ - - +++ +++ +++ +++ - - ++ ++

Gama 6,6 +++ +++ - - +++ +++ +++ ++ - - +++ ++ +++ +++ - - ++ ++

Abdala 6,3 ++ + - - ++ - ++ ++ - - +++ - +++ ++ - - ++ -

Itálico 5,9 + + 3 2 - - - - - 2 - - + - 11 - - -

Interação 5,9 - - 8 4 - - - - - - - - - - - - - -

Babete 5,7 - - 5 - - - - - 2 - - - - - 1 - - -

Imida 5,6 + + - - - - - - - - - - - + - - - -

Bacharela 5,3 + + 1 - - - - - - - - -

Alasca 4,3 - +++ 14 - - + - - 3 - - - - - 1 - - -

Jagunço 2,0 - - 3 1 - - - - - - - - - - - - - -

Bonita 3,4 - - - 2 - - - ++ - 1 - - - + - - - ++

Bondosa 3,1 +++ +++ - - +++ +++ +++ ++ - - ++ - +++ +++ - - ++ ++

Carinhosa 3,1 - + - 1 - - + - - - - - + + - - - -

Caxambu 3,1 - ++ 17 - - ++ + - - - - - + + - - - -

Celena 2,6 - - - 1 - - + - - - - - - - - 2 - -

Madra 2,6 + + 3 - - - - - 5 - ++ - +++ +++ - - ++ ++

Calista 2,5 + + 2 5 - - + - 3 - - - +++ ++ - - ++ -

Madural 2,4 - - 4 - - - + ++ - - - - + + - - - -

Eva 1,0 - - 2 7 - - - - - - - - - - - - - -

Esmeralda 0,8 + + 4 4 - - - - 3 - - - - - - - - -

Eleita 0,6 ++ + - - + - - - - - - - - - - - - -

Eldorado 0,3 - - - - - - - - - - - -

Encantada 0,3 - - - - - - - - - - - -

Enfeitado 0,3 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Enduro 0,2 - - - - - - - - - - - -

Elevo 0,2 - - - 1 - - - - - - - - - - - - - -

Elegante 0,2 - - - - - - - - - 6 - - - - - - - -

Eldorado 0,2 - - - 1 - - - - - - - - - - - - - -

75 32 18 12 14 2

Nome do 
Animal

Idade * 
(anos) Nematoide Ácaro

Diagnóstico 3

SecreçãoNematoide Ácaro

* A idade  do s  animais  fo i c a lculada no  iníc io  do  experimento .             ** Diagnó s tico  1 = J ane iro  2013 (GC)            Diagnó s tico  2 = J ulho  de  2013               Diagnó s tico  3 = J aneiro  de  2014.

As  cruzes  repre s entam a  c las s ificação  qualita tiva  da s  infes taçõ es  pelo  nema to ide  e  a  pres ença e  quantidade de  s ec reção  auricular.

Total de ácaros

Diagnóstico 2Diagnóstico 1**

Nematoide Ácaro Secreção Secreção
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Na tabela III.4 são observados os resultados das distribuições e os percentuais de orelhas 
parasitadas pelo nematoide e a distribuição dos graus de otite verificados nos animais  nos meses 
de janeiro e julho de 2013 e em janeiro de 2014. Em janeiro de 2013 (diagnóstico 1) o nematoide 
foi diagnosticado em 45,3% das orelhas estudadas. Destas, 15 apresentaram otite de grau 1, quatro 
de grau 2 e 10 de grau 3. No diagnóstico 2, quando foi realizada a primeira avaliação do protocolo 
de controle verificou-se um percentual de 31,3% de orelhas parasitadas. Foram encontradas cinco 
orelhas de grau 1, nove de grau 2 e seis de grau 3. Por ocasião do diagnóstico 3, vinte e cinco 
orelhas (44,6%) estavam parasitadas. Foram encontradas nove orelhas com otite de grau 1, duas 
orelhas de grau 2 e 14 orelhas de grau 3. 

 

Tabela III.4. Distribuição da infecção pelo nematoide e os graus de otite das orelhas 
parasitadas, nos meses de janeiro/2013, julho/2013 e janeiro/2014. 

Na tabela III.5 estão relacionados os resultados das distribuições e os percentuais de orelhas 
parasitadas pelo ácaro e a carga parasitária média encontrada nos meses de janeiro e julho de 2013 
e em janeiro de 2014. O ácaro foi encontrado parasitando 40,6% do total de orelhas (26/64), com 
carga parasitária média de 4,1 ácaros/orelha diagnóstico 1. No diagnóstico 2 foram encontradas 
11 orelhas parasitadas (17,2%), com CP média de 2,7 ácaros por orelha. No diagnóstico 3, os 
animais parasitodos foram cinco, 8,9% do total. A CP média foi de 3,2 ácaros/orelha  

n
o % n

o % n
o %

Parasitadas 29a 45,3 20a 31,3 25a 44,6

Grau 1 15 51,7 5 25,0 9 36,0

Grau 2 4 13,8 9 45,0 2 8,0

Grau 3 10 34,5 6 30,0 14 56,0

Não parasitadas 35 54,7 44 55,4 31 55,4

Tes te de Mann-Whitney (P >0,05). Valo res s eguido s po r le tras igua is não dife rem
es ta tis ticamente  ao  nível de  5% de s ignificânc ia .

n=64 n=64 n=56

* Grupo  co ntro le  (pré  tra tamento )        

Orelhas

Distribuição da infestação

Diagnóstico 1 * Diagnóstico 2 Diagnóstico 3
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Tabela III.5. Distribuição da infecção pelo ácaro Raillietia sp. e média da carga parasitária 
(CP) encontrada nas orelhas, nos meses de janeiro/2013, julho/2013 e janeiro/2014. 

A pasta parasiticida testada para o controle da otite parasitária aderiu bem às superfícies 
cutâneas do pavilhão auricular dos bovinos. Foi possível constatar visualmente a presença de 
resíduos após 30 dias da aplicação. No decorrer do experimento não foram observadas alterações 
clínicocomportamental nos bovinos. 

III.6 DISCUSSÃO 

Os resultados do primeiro diagnóstico parasitológico mostrou que 46,9% (15/32) dos animais 
do rebanho estavam parasitados pelo nematoide auricular. Vinte e nove (45,3%) das orelhas 
estavam positivas, destas, 15 apresentaram otite de grau 1, quatro de grau 2 e 10 de grau 3. O 
resultado do diagnóstico 2 mostrou um decréscimo no número de orelhas parasitadas, passando 
de 29 para 20, porém sem diferença significativa. Observou-se uma mudança na distribuição nos 
graus de otite em que os casos de otite de grau 1 diminuíram, as de grau 2 aumentaram e as orelhas 
que apresentaram otite de grau 3 diminuíram de 10 para seis. Após 12 meses de tratamento o 
percentual de orelhas positivas era semelhante ao do início do estudo (44,6%). Verificou-se que 
o número de orelhas com otite subclínica voltou a subir, o que pode ser explicado pelo menor 
número de orelhas que apresentaram otite de grau 2. Porém o que sugeriu um agravamento dos 
sinais clínicos de otite no rebanho foi o aumento de casos de otite de grau 3, que passaram de seis 
para 14. 

Os resultados deste estudo sugerem que o protocolo de controle avaliado neste estudo 
mostrou-se ineficiente no combate às infestações pelo nematoide. Apesar do número de orelhas 
parasitadas terem diminuido após seis meses de tratamento, não houve diferença significativa 
(p>0,05). Além disso, ao final de 12 meses o número de orelhas positivas manteve-se semelhante 
àquele do início do experimento e não foram observados casos de eliminação do parasito. O 
aumento do número de orelhas apresentando otite de grau 3 permitem inferir que a doença se 
agravou naqueles animais que anteriormente apresentavam a doença de graus 1 ou 2. Estes 
resultados estão de acordo com as observações de Duarte e Hamdan (2004), de que a otite 
parasitária, se não for tratada adequadamente, pode evoluir, com o agravamento dos sinais 
clínicos. 

Apesar de não terem sido encontrados na literatura registros de cura desta parasitose 
auricular, alguns tratamentos estudados mostraram melhores resultados do que o estudo atual. 
Jibbo (1966) citou o uso de produtos a base de BHC (Hexaclorociclo-hexano) e de DDVP 

no % no % no %

Parasitadas 26a 40,6 11b 17,2 5b 8,9

Não parasitadas 38 59,4 53 82,8 51 91,1

Média CP

Diagnóstico 1 * Diagnóstico 2 Diagnóstico 3Orelhas

Distribuição da infestação

* Grupo  co ntro le  (pré  tra tamento )        

n=64 n=64 n=56

4,1 2,7 3,2

Tes te de Mann-Whitney (P <0,05). Va lo res s eguido s po r le tras dife rentes dife rem
es ta tis ticamente  ao  níve l de  5% de  s ignificânc ia .
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(diclorvós) com resultados positivos na eliminação da otite causada pelo nematoide, no entanto, 
salientou a necessidade de novos tratamentos nos casos de reinfestações. Rescidivas são achados 
frequentes como salientou Campos et al. (2009ao utilizar uma solução tópica a base de trichlorfon 
associada à moxidectina 10%. No entanto a eficiência deste tratamento não impediu a rescidiva 
da doença após 30 dias da alta clínica do animal. Odongo e D’Souza (1989) relataram eficácia de 
75% na utilização de uma solução contendo o organofosforado e oxitetraciclina no controle dos 
nematoides auriculares em bovinos. Vale ressaltar que este tratamento previa três aplicações 
tópicas com intervalos de duas semanas. Apenas no estudo de Vieira et al. (2001) verificou-se a 
ineficiência da aplicação única de uma pasta contendo organofosforado e dimetilsulfóxido no 
tratamento da otite causada por nematoides. 

Os resultados deste estudo sugerem que o princípio ativo da pasta antiparasitária não tenha 
atingido as porções mais profundas do CAE mantendo, portanto, uma carga parasitária suficiente 
para a reprodução ativa do nematoide. Além disso, o parasito é conhecido pela preferência por 
local úmido e com temperatura acima de 38ºC, portanto, supõe-se que o protocolo de controle 
manteve as características do CAE, permitindo a manutenção do microambiente auricular com 
condições favoráveis para o desenvolvimento da parasitose. 

Quanto à infecção pelo ácaro, no início deste estudo, 59,4% dos animais (19/32) estavam 
parasitados, em apenas uma orelha ou em ambas. Este percentual foi superior ao encontrado por 
Leite (1989) e Leite (2010), que relataram 42,% de animais positivos em rebanhos da raça Gir. 

Das 64 orelhas analisadas, verificou-se que antes do tratamento, 26 estavam parasitadas e a 
CP média encontrada foi de 4,1 ácaros/orelha. Após seis meses de tratamento, houve a diminuição 
significativa no número de orelhas parasitadas (p=0,0068). E ao final do estudo, no diagnóstico 
3, verificou-se que 91,1% dos animais estavam livres do parasito, porém a CP média havia 
aumentado para 3,2 ácaros/orelha, devido à coleta de 11 ácaros em um animal (Tabela I.5). Esta 
foi a maior CP encontrada no diagnóstico 3, porém inferior àquela observada no diagnóstico 1 de 
17 ácaros por orelha (Tabela I.3).  

Estes resultados poderiam ser atribuidos tanto a uma ação direta do organofosforado sobre os 
ácaros presentes nos bovinos, como também à um fator repelente àqueles indivíduos do ambiente 
externo, fato ainda não descrito na literatura. De acordo com Costa et al. (1992) o adulto jovem 
deste parasito é bastante ativo. Ele sai do CAE do bovino, desce ao chão à procura de novo 
hospedeiro, onde se alimenta e faz o acasalamento e a deposição dos ovos. A fase de protoninfa 
ocorreria no meio ambiente. Portanto, os resultados obtidos neste estudo poderiam sugerir que os 
ácaros que conseguiram deixar o conduto auditivo de um bovino tratado, teriam dificuldade em 
infestar a orelha de outro hospedeiro nas mesmas condições. Apesar da diminuição significativa 
no número de orelhas parasitadas, esperava-se que, após um ano de tratamento, a infecção pelo 
ácaro fosse completamente eliminada. No entanto, credita-se a persistência da parasitose à 
localização do ácaro no CAE. É possível supor que alguns parasitos adultos, que normalmente 
são pouco ativos, permaneceram sobre a superfície do tímpano, sem contato com a pasta, 
passando a ser então, fonte de reinfestações. 

A presença de secreção auricular mostrou correlação positiva com a parasitose pelo 
nematoides e negativa com a presença do ácaro do gênero Raillietia. Estes resultados corroboram 
o estudo de Leite et al. (1989a) e Leite (2010) que citaram casos de infestações do ácaro em 
animais Gir sem a presença de sinais clínicos. 

No atual estudo, não foram utilizados antibióticos, fungicidas ou mesmo anti-inflamatórios 
para o tratamento dos casos considerados mais graves, como preconizado por Duarte e Hamdan 
(2004). A inspeção visual do pavilhão auricular e do CAE, somada ao resultado obtido no 
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primeiro diagnóstico parasitológico, realizados em janeiro de 2013, demonstraram que os animais 
parasitados apresentaram graus de otite entre 0 e 3. De acordo com Leite (2010), apenas os 
animais que apresentassem otite de grau 4 (grave) ou 5 (muito grave) deveriam ser tratados, de 
forma sistêmica, com antibióticos e antinflamatórios. Portanto, utilizou-se unicamente o 
antiparasitário tópico em todos os animais, tanto naqueles não parasitados como nos animais 
positivos, independente do grau de otite que apresentassem. O objetivo foi avaliar a eficiência do 
antiparasitário como método de controle da otite parasitária e também como ferramenta de 
prevenção de infestações de ambos os parasitos auriculares. 

A escolha do produto utilizado no controle da otite parasitária foi pautada em estudos que 
indicaram a eficiência do princípio ativo utilizado (organofosforado) no controle de helmintos e 
ácaros (Booth e McDonald, 1992) em diferentes espécies de animais dométicos. Souza et al 
(2006) estudou a utilização do organofosforado Diazinon a 1% e obteve 100% de eficácia em 
otites de cães causadas por Otodectes. Bello et al. (2008) conseguiram controlar a infecção natural 
por A. nitens nos pavilhões auriculares e nos divertículos nasais de equinos, utilizando uma pasta 
carrapaticida à base de triclorfon. Miyakawa et al. (2012) utilizaram uma pasta a base de triclorfon 
a 6% para tratar lesões de pele causadas por Stephanofilaria. 

Segundo Ayres e Almeida (2006), os organofosforados, em especial o triclofon, quando 
utilizados na concentração usada neste estudo, não deixam resíduos no leite e não são tóxicos para 
os animais. As afirmações de Booth e McDonald (1992) corroboraram a última afirmação ao 
destacarem a maior susceptibilidade aos organofosforados apresentada pelos parasitos em relação 
aos seus hospedeiros, tornando possível a utilização segura destes compostos como 
antiparasitários em animais domésticos. Portanto, acredita-se que mesmo que todo o fármaco 
utilizado neste estudo fosse absorvido, a quantidade seria insuficiente para causar efeitos tóxicos 
e deixar resíduos no leite ou na carne. 

Outros critérios importantes para a escolha do produto utilizado no protocolo de controle 
foram a facilidade do preparo, a praticidade e a rapidez da aplicação do mesmo. A pasta não 
apresentou odor desagradável e não houve mudança de aspecto durante o tratamento. A 
preparação da mistura do triclorfon em pó com os outros produtos da pasta foi simples e fácil. Os 
componentes da mistura têm baixo custo e são facilmente encontrados no comércio especializado. 
O custo completo do protocolo foi calculado em R$ 28,00/por animal. Além disso, o manejo 
mensal dos animais tornou-os ainda mais dóceis, entrando no brete com facilidade e permitindo 
a aplicação do produto sem demonstrar qualquer reação agressiva. 

III.7 CONCLUSÕES 

• A avaliação inicial do grau de parasitismo auricular do rebanho estudado mostrou que 46,9% 
dos animais estavam parasitados pelo nematoide e 59,4% pelo ácaro; 

• O protocolo de controle avaliado não foi eficiente no controle do nematoide auricular e não 
impediu o agravamento dos sinais clínicos de otite desencadeada por este parasito; 

• A utilização mensal do produto no CAE dos animais diminuiu significativamente o número 
de orelhas parasitadas pelo ácaro, porém não foi eficiente para eliminar a parasitose do 
rebanho. 
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III.8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os resultados deste estudo demostraram a dimensão das parasitoses auriculares em um 
rebanho bovino da raça Gir em que cerca da metade dos animais estavam parasitados pelo ácaro 
ou pelo nematoide. Apesar das aplicações sistemáticas do produto antiparasitário, os resultados 
alcançados foram insatisfatórios levando à conclusão que os estudos não podem cessar. Novos 
produtos, com a utilização de protocolos acessíveis aos produtores rurais, devem ser analisados 
visando diminuir os prejuízos causados pela otite parasitária. 
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