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RESUMO

Estafilococossdo comumente isolados da
pele e mucosas de cées sadios, mas,
encontrando ambiente propicio, podem
tornar-se patdgenos oportunistas com
elevada resisténcia antimicrobiana. Sendo a
orelha uma extensdo da pele, grande
namero de casos de otite externa esta
relacionado com estes microrganismos. Sao
diversos os fatores de viruléncia
relacionados aos estafilococos, dentre os
mais importantes esta a resisténcia a
meticilina, que é expressa pelo genecA

gue confere resisténcia também a outros
antimicrobianos -lactamicos. Devido as
semelhancas fenotipicas que &.
pseudintermedius possui com S.
intermedius e S. delphinj  estes
microrganismos foram agrupados
Staphylococcus intermedius groy®IG),
s6 podendo ser diferenciados através de
andlises filogenéticas. Com o objetivo de
avaliar a frequéncia dstaphylococcuspp.

em céaes portadores de otite e sua resisténcia
frente aos antimicrobianos, foram colhidas
amostras bilaterais do ouvido externo de 63
cades otopatas, das quais foram realizadas
cultura bacteriolégica, identificacdo
fenotipica para isolamento de
Staphylococcusspp. e antibiograma. As
amostras identificadas como pertencentes
ao SIG, foram submetidas a PCR para
identificacdo molecular da espéciS.
pseudintermediue presenca do genaecA.
Foram isolados 54,3% de microrganismos

no

pertencentes ao SIG, sendo todos
confirmados, através de PCR, como
Staphylococcus pseudintermedius

Microrganismos portadores do gemecA
somaram 35,8%. A elevada frequéncia de
isolados de Staphylococcus
pseudintermediualerta para necessidade de
diagnosticos mais minuciosos para evitar o
uso indiscriminado de antimicrobianos.

Palavras-chave: citologia, isolamento,
efeito de drogas, antimicrobiano

ABSTRACT

Staphylococciare commonly isolated from
the skin and mucosa of healthy dogs, but in
suitable environment, they may become
opportunistic  pathogens  with  high
antimicrobial resistance. As the ear is an
extension of the skin, large number of cases
of otitis externa are associated with this
microorganism. There are several factors
related to staphylococcal virulence, the
most important is methicillin resistance,
that is expressed by tmeecAgene , which
also confers resistance to otlfgdactams
antimicrobials. Due to the phenotypic
similarities amongS. pseudintermedius, S
intermedius and S. delphini these
microorganisms were grouped in the
Staphylococcus intermedius groy®IG),
which can be differentiated only through
phylogenetic analysis. In order to assess the
frequency ofStaphylococcuspp. in dogs
with ear infections and their resistance
against antimicrobial agents, bilateral
samples from 63 affected dogs were

collected, bacteriological culture were
performed, as well as phenotypic
identification for isolation of

Staphylococcuspp. and antibiogram. The
samples were identified as belonging to
SIG were subjected to PCR to molecular
identification  of the  species S.
pseudintermediuand presence of thmecA
gene. From all the isolates, 54.3% of
microorganisms belonging to the SIG were
isolated, were all confirmed by PCR as
Staphylococcus pseudintermedius
Microorganisms carrying themecA gene
performed a total of 35.8%. The increasing
frequencies of isolates dbtaphylococcus
pseudintermediushow the need for more
detailed diagnosis as well as the warning of
the indiscriminate use of antibiotics.
Keywords: cytology, isolation,
effects, antimicrobial

drug



INTRODUCAO

A otite externa € considerada a doenca de
orelha mais comum em cédes e gatos.
Estima-se que em torno de 5 a 20% dos
cdes apresentam otite externa (August,
1993), sendo sua prevaléncia ainda maior
em regioes de clima  tropical,
provavelmente préxima a 30 ou 40%
(Logas, 1994).

De acordo com Noxon (2006), € uma
afeccdo que inclui causas multifatoriais e
envolve fatores primarios, predisponentes e
perpetuantes. S&o considerados fatores
priméarios as afeccbes ou os distlrbios que
iniciam o processo inflamatério dentro do
canal auditivo. Os fatores predisponentes
facilitam a inflamagdo por meio da
permissdo de ambiente favoravel a
sobrevivéncia de fatores perpetuantes. J4 os
fatores perpetuantes sustentam e agravam o
processo inflamatério.

O papel da microbiota como fator
perpetuador da otite canina tem gerado
diversas discussoes e varios estudos focam
no isolamento de microrganismos a partir
de meato acustico de cdes sadios (Junco e
Barrasa, 2002) e otopatas (Nobre et al.,
2001). Sabe-se que a microbiota normal do
conduto auditivo externo canino nao é rica,
e é constituida poStaphylococcusspp.,
Bacillusspp. eMalassezia pachydermatis

que altera-se em otopatas (August, 1993).
No céo otopata, o Staphylococcus
pseudintermediusé uma das principais
bactérias isoladas (Lilenbaum et al., 2000).

A descricdo da espéck intermediuspor
Hajek (1976), foi de extrema utilidade por
possibilitar sua separacdo d& aureus.
Outra importante modificagdo na taxonomia
do género foi recentemente adotada com a
descricdo de uma nova espécie, O
pseudintermediugDevriese et al., 2005),
que € uma bactéria oportunista, que pode
ser isolada das narinas, cavidade oral, anus,
virilha e cabeca de animais saudaveis,

assim como naqueles com doencas
inflamatorias de pele (Griffeth et al., 2008).

Atualmente, em praticamente todas as
partes do mundo, oStaphylococcuspp.,
sejam coagulase positiva ou coagulase
negativa, mostram elevada resisténcia
(acima de 60%) a benzilpenicilina
(penicilina G), bem como a penicilina V,
ampicilina, amoxicilina e carbenicilina.
Desse modo, para combater os estafilococos
produtores d-lactamase foram criadas as
penicilinas  semi-sintéticas como a
oxacilina, meticilina, nafcilina e
dicloxacilina, que possuem radicais que as
protegem da ac¢do dfidactamases. Porém,

ja em 1961 surgiram bactérias resistentes a
estas novas penicilinas, comprovando a
plasticidade do genoma destas bactérias e a
capacidade dos estafilococos em se adaptar
a pressdo seletiva dos antibidticos
(Robinson e Enright, 2003).

Estafilococos estao entre 0S
microrganismos  mais  frequentemente
isolados em ouvidos de cdes com otite
externa. E cada vez maior o nimero de

relatos envolvendo Staphylococcus
pseudintermedius nesta afeccdo. Essa
bactéria possui diversos fatores de

viruléncia que estado relacionados com a sua
resisténcia antimicrobiana, um dos mais
importantes é a sua resisténcia a meticilina.
Recentemente, tem sido descrito o
surgimento de S. pseudintermedius
resistente a meticilina e sua prevaléncia tem
crescido mundialmente, o que aumenta sua
importancia na etiopatogenia da otite
externa canina (Weese et al., 2010).

O aparecimento de cepas resistentes a
meticilina ou oxacilina, que € um anélogo
mais estavel da meticilina, tornou-se
problema clinico grave nas ultimas décadas.
Esta resisténcia € determinada pela
alteracdo da enzima alvo dos antibiétifes
lactdmicos. A alteracdo produz uma nova
enzima com baixa afinidade pelo
antibiético, codificada pelo genenecA
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responsavel pela transcricdo da proteina 2a
(PB2a), que reduz a sensibilidade destas
bactérias aos antibidtico$-lactamicos.
(Weese et al., 2010).

O fato de, nas otites bacterianas, o

tratamento geralmente ser realizado de
maneira empirica, muitas vezes com 0 uso
de antimicrobianos inadequados, tem

acarretado o surgimento de cepas

resistentes. O correto diagndstico de otite

externa, através de concisa anamnese,
exames clinico e dermatolégico completos

e a utilizacdo de exames laboratoriais

adequados, devem e s80 necessarios na
rotina clinica veterinaria, para que o

tratamento seja eficiente e para que nao
ocorram recorréncias (Cole et al., 2006).

Desse modo, torna-se importante a
identificacdo e avaliacdo da frequéncia dos
Staphylococcuspp.resistentes a meticilina,
nos casos de otite externa, com o intuito de
quantificar a sua incidéncia, assim como de
melhorar as terapias antimicrobianas em
uso.

CAPITULO |
1. REVISAO DE LITERATURA

1.1.ANATOMIA E FISIOLOGIA DO
OUVIDO EXTERNO

O canal externo do ouvido canino consiste
de pele revestindo a cartilagem auricular,
que tem forma de funil, 0 que proporciona
suporte estrutural e mantém o canal aberto
(Angus, 2004; Harvey et al004; Noxon,
2006). O canal externo  possui
comprimentos variaveis (5 a 10 cm) e é
classicamente dividido em duas porcgdes,
vertical e horizontal. O canal vertical
origina-se da auricula e estende-se na
direcdo rostro-ventral antes de dobrar
medialmente, formando o canal horizontal,
e continua até atingir a membrana
timpanica (Scott et al.2001). Em céaes

normais, o angulo formado entre os canais é
de aproximadamente 45° (Radlinsky e
Mason, 2004) e o lumen variade 0,5a 1 cm
de didametro (Scott et ap01) (Fig. 1).

).
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/ \

Cavidade Buiha
Media Timpénica

Figura 1: Esquema da anatomia do ouvido
Adaptado de www.dr-dan.com

A pele que recobre o canal externo é
relativamente lisa e formada por epiderme
estratificada normal e derme similar a
maioria das regibes do corpo (Fig.2).
Contém foliculos pilosos, glandulas
sebaceas e glandulas apocrinas
modificadas, conhecidas como glandulas
ceruminosas (Scott et al., 200&Angus,
2004; Noxon, 2006). As glandulas sebaceas
estdo localizadas na parte superficial da
derme e secretam lipidios que auxiliam na
manutencdo da queratinizacdo, na captura e
remocdo de debris e na diminuicdo da
umidade do canal do ouvido.
Mucopolissacarideos e fosfolipideos séo
secretados pelas glandulas ceruminosas que
estdo localizadas mais profundamente na
derme (Radlinsky e Mason, 2004). O
cerimen é formado pela combinacdo da
secre¢do de ambas as glandulas, sebaceas e
ceruminosas. Acredita-se que o cerimen
desempenha funcdo na protecdo do
revestimento epitelial e da membrana
timpanica, prendendo debris, parasitas e
microrganismos e que também contém
imunoglobulinas IgA, 1gG e IgM, que
contribuem para imunidade passiva local,
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sendo a IgG a imunoglobulina
predominantemente encontrada, tanto em
ouvidos normais quanto em ouvidos
inflamados (Scott et al., 2001Angus,
2004).

Glandula

sebacea /)

Camada cornea
(queratinizada)

Terminagao
nervosalivre

Glandula
Ceruminosa

Tecido subcutaneo
(adiposo)

Artéria

Veia Faliculo piloso
Figura 2: Estrutura da pele que reveste o ouvido
Adaptado de www.revistaescola.abril.com.br

A remocdao de debris da porcéo profunda do
canal de caes saudaveis € :ealizada por
diversos mecanismos. A relacdo entre

glandulas apécrinas e sebaceas decresce da

por¢do proximal para a distal, resultando
em um cerimen mais aquoso na parte mais
profunda do ouvido. O nimero de glandulas
e de foliculos pilosos também diminui
conforme o canal se aprofunda (Radlinsky e
Mason, 2004).

O epitélio escamoso estratificado que

recobre o canal externo e a membrana
timpanica migra lentamente, do fundo para
a abertura do canal do ouvido. O processo
de migracdo epitelial é uma importante

caracteristica de protecdo para a saude
normal do ouvido. Falhas na migracéo

epitelial devido a ruptura da membrana
timpanica ou por inflamacdo crénica,

injaria ou por cicatrizes no revestimento

epitelial resultam em acumulo de debris,

cerimen e queratindcitos descamados
(Angus, 2004; Radlinsky e Mason, 2004).

A membrana timpanica € uma estrutura
epitelial que separa o ouvido externo da
cavidade do ouvido médio, localizada

medialmente. A visualizacdo através de
otoscopia ou videotoscopia, 0 timpano
normal mostra-se como uma membrana
cbncava e translicida com a presenca de
uma é&rea branca e em formato de C na
regido dorsal, que corresponde a ligacdo do
manubrio do osso martelo (Scott et al.,
2001) (Fig.3).

Figura 3: Imagem capturada por videotoscépio —
timpano intacto. Seta indicando a inser¢éo do
manubrio do osso martelo.

Fonte: Harvey e Mckeever, 2001

1.2.0TITE EXTERNA

Otite externa é descrita como qualquer

inflamacao do canal externo do ouvido. Os

sinais clinicos associados com essa afecgéo
variam dependendo da sua causa e
geralmente consistem em balancar de

cabeca, prurido, dor e varidvel acumulo de

cerimen ou exsudato. O canal externo

responde a inflamacédo crénica da derme e
epiderme com hiperplasia e hiperqueratose,
hiperplasia das glandulas sebaceas e
hiperplasia e dilatacdo das glandulas

ceruminosas, causando aumento da
producdo de cerimen, o que predispde o
animal a infec¢des secundarias (Radlinsky e
Mason, 2004).

A otite externa é geralmente multifatorial,
especialmente quando se torna crbnica e
requer diagndstico sistémico e plano
terapéutico para sua resolugédo e prevencao
de recorréncia (Noxon, 2006; Patel et al.,
2010). As causas da otite estdo divididas
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em fatores predisponentes,
perpetuantes (Noxon, 2006).

priméarios e

1.2.1. Fatores Predisponentes

Fatores predisponentes sdo aqueles que
aumentam o risco do desenvolvimento da
doenca, faciltando a inflamacdo por
promover ambiente propicio para a
sobrevivéncia dos fatores perpetuantes
(Noxon, 2006). Esses fatores ndo causam
otite externa por si sé (Paterson, 2008),
apenas atuam em conjunto com os fatores
primarios ou com 0s perpetuantes para
causar a doenca clinica (Scott et2001)
Dentre os fatores predisponentes estao:
1.2.1.1. Conformacédo anatbmica do
ouvido

Canais longos e com componente vertical
profundo (Noxon, 2006), estendticos, como
no caso de cédes da raga shar-pei; presenca
de pelos no canal externo como ocorre em
caes da raca poodle; pina pendular em céaes
da raca bassets; pavilhdo cbncavo e com
pelos como nos spaniels (Paterson, 2008).

1.2.1.2. Umidade excessiva

O aumento da umidade no canal auditivo
externo, como nos casos em que ha uso de
ceruminoliticos e antibioticos com base de
agua ou como ocorre com caes nadadores,
também aumenta a possibilidade do
desenvolvimento da otite (Paterson, 2008).

1.2.1.3. Efeitos de tratamentos

Limpeza excessiva, com  remocao
desnecessaria dos pelos e 0 uso de hastes
flexiveis de algoddo, podem causar trauma
iatrogénico e dar inicio a inflamacao dos
tecidos do ouvido. (Noxon, 2006).

O uso de preparacgbes irritantes, como
acidos fortes, também tem sido relatada
como causa de otite externa, podendo haver

agravamento dos sinais clinicos caso a
medicacdo seja descontinuada até a
remissdo e readministrada posteriormente.
Neomicina, propilenoglicol, alcool,
glicerina, iodo-povidine e concentracdes de
acido acético maiores do que 2% tém sido
associados com otite por irritacdo local
(Radlinsky e Mason, 2004).

Existem também relatos de superinfeccdo
por alteracdo da microbiota normal causada
por efeitos de tratamento inadequado,
geralmente crbnico (Scott et al2001;
Paterson, 2008), que provoca modificacdo
guantitativa da microbiota do ouvido
externo, aumentando o nimero de bactérias,
e outra qualitativa, inicialmente com a
presenca de bactérias Gram-positivas e
posteriormente, Gram-negativas (Harvey e
McKeever, 2001).

1.2.1.4. Doencas obstrutivas

Esta categoria poderia estar inclusa nos
fatores primarios, porém muitos animais
toleram crescimentos, inclusive obstrucao
dos ouvidos, por esse motivo, passou-se a
considerar os polipos e as neoplasias como
fatores predisponentes (Paterson, 2008).
Também entram nessa categoria 0s
granulomas causados por infeccoes e
corpos estranhos (Scott et 2001).

1.2.1.5. Doencas sistémicas

Qualquer doenca sistémica que leve a
imunossupressdo ou predisponha ao
crescimento  bacteriano  (Harvey e
McKeever, 2001; Scott et al2001; Hill,
2002; Rosser Jr., 2004; Noxon, 2006; Logas
e Bellah, 2008; Paterson, 2008), debilitacdo
e estados catabdlicos (Scott et 2001)
podem predispor a otite externa.

1.2.1.6. Producéao excessiva de cerumen
A otite externa é mais comum em ragas que

possuem area com glandulas ceruminosas
maior do que a area contendo glandulas
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sebaceas, como por exemplo, cdes das racas causada porDemodexspp e Sarcoptes

cocker spaniel, labrador retriever e springer
spaniel (Radlinsky e Mason, 2004).

1.2.2 Fatores Primarios

Fatores primarios sdo condicbes ou
desordens que iniciam 0 processo
inflamatorio dentro do canal auditivo

(Harvey e McKeever, 2001; Scott et al.,
2001; Hill, 2002; Noxon, 2006; Logas e
Bellah, 2008) e estdo presentes em todos os
casos de otite externa (Paterson, 2008). Eles
podem induzir a doenca de fora do canal
externo, sendo assim, a otite externa pode
ser a extensdo de uma alteracdo da pina, de
uma otite média ou interna (Noxon, 2006).
Os fatores primarios podem ndo ser
curados, mas frequentemente sao
controlados com a terapia adequada
(Radlinsky e Mason, 2004).

1.2.2.1.Hipersensibilidades

A hipersensibilidade é causa frequente de
otite externa crénica. Os casos iniciais

podem apresentar eritema e liquenificagdo
da porcdo cdncava da orelha e da porcéo
vertical do canal auditivo externo, sendo

que o canal horizontal pode apresentar
aspecto normal. Nesses casos a otite
geralmente é bilateral e estd associada ao
prurido em rosto, abdémen e patas (Harvey
e McKeever, 2001). Dentre as causas de
hipersensibilidade estdo a atopia e a
hipersensibilidade alimentar (Paterson,

2008). A otite externa esta presente em 50 a

80% dos cdes com atopia ou
hipersensibilidade alimentar e, em
aproximadamente 20% destes, pode se
apresentar como Unico sinal clinico

(Radlinsky e Mason, 2004).
1.2.2.2.Ectoparasitas

Embora seja mais comum em gatos,
Otodectes cynotieepresenta 10% dos casos
de otite externa em cades (Radlinsky e
Mason, 2004). A otite também pode ser

scabiei(Scott et al., 2001; Paterson, 2008).
1.2.2.3. Doencas imunologicas

S&do raros o0s casos de otite causada por
doencas imunoldgicas e, geralmente, estdo
associados ao pénfigo foliaceo que causa
lesBes pustulares e crostosas, mas que nhao
ficam confinadas as orelhas. As afeccdes
gue provocam lesbes mais profundas, como
0 pénfigo vulgar e o penfigbide bolhoso,
podem originar Ulceras no canal auricular,
mas também estdo associadas com lesdes
em outras partes do corpo (Harvey e
McKeever, 2001).

1.2.2.4. Outros fatores primarios

Alteracbes de queratinizacdo (Scott et al.,
2001; Radlinsky e Mason, 2004), corpos
estranhos, além de desordens glandulares e
anormalidades na producdo de cerimen
(Hill, 2001; Radlinsky e Mason, 2004,
Rosser Jr., 2004) s&do outros fatores que
podem causar otite externa.

1.2.3Fatores Perpetuantes

Fatores perpetuantes sustentam e agravam o
processo inflamatério podendo manter a
doenca apos os fatores primarios terem sido
eliminados (Noxon, 2006). S&o produzidos
no canal auricular externo como
consequéncia de algum fator primario ou
condicdo  predisponente  (Harvey e
McKeever, 2001). Podem induzir mudancas
patolégicas permanentes para o canal do
ouvido e sdo a principal razédo para falhas
no tratamento de otites externas (Radlinsky
e Mason, 2004).

Os fatores perpetuantes podem ser as
proprias bactérias e fungos da flora do
ouvido ou microrganismos infectantes,
mudancas patoldgicas progressivas como
hiperplasia, fibrose, abundante formacéo de
cerumen, e ainda otite média com excessiva
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granulacdo de tecido na bulha timpanica
(Hill, 2001; Paterson, 2008).

1.3.DIAGNOSTICO
1.3.1. Anamnese e Exame Fisico

O diagnostico de otite externa é facilmente
realizado através da anamnese e do exame
fisico (Noxon, 2006). O valor da historia
completa ndo pode ser subestimado quando
se avalia o paciente com otite externa,
principalmente quando €& crbénica. O
objetivo final é definir o problema primario
ou a causa subjacente da recorréncia da
otite externa, pois é a histéria do
desenvolvimento da doenca que
frequentemente fornece os indicios sobre a
origem do problema. Nesse aspecto deve
ser incluido o historico geral assim como o
dermatolégico (Rosser Jr., 2004).

1.3.2. Exame Otoscopico

Apbés a realizacdo do exame fisico e

dermatolégico completos, realiza-se a

otoscopia, que deve ser iniciada pelo

pavilhdo auricular, investigando-se a

presenca de crostas, eritema, edema,
alteracdo na quantidade e/ou na coloragdo
da secrecgdo, erosao, ulceracao, fibrose ou
calcificacdo, presenca de ectoparasitas,
hiperplasia, ndédulos, pdlipos e corpos

estranhos. Em casos onde a suspeita seja de
otite unilateral, ambos os ouvidos devem

ser avaliados, iniciando-se pelo menos

acometido. Diferentes céanulas devem ser
utilizadas em cada ouvido para ndo haver
risco de contaminacdo (Harvey et al.,

2004).

1.3.3. Exame Citoldgico

O préoximo passo é a realizacdo de exame
citolégico do canal auditivo. A camada
mais externa da epiderme do conduto do
ouvido é constituida por células anucleadas
de morfologia irregular, ditas queratindcitos

e as mais internas por células nucleadas,
chamadas de epitelidcitos. No conduto
auditivo externo normal uma pequena
guantidade de células epiteliais anucleadas
pode ser encontrada. Nos casos de otite
externa crbnica, ocorre aumento dos
gueratindcitos e epiteliécitos (Harvey et al.,
2004).

A microbiota residente do ouvido externo
canino é constituida por cocos Gram-
positivos, bastonetes Gram-positivos e
leveduras da espécie Malassezia
pachydermatis (Bonates, 2003). O
Staphylococcus pseudintermediug¢ o
microrganismo isolado encontrado com
maior frequéncia (Oliveira et al., 2005;
Sanchez et al., 2011).

No exame citolégico do ouvido com otite

podem ser encontrados, além de
microrganismos da flora normal e
oportunistas, leucécitos, macrofagos ou

qgualquer célula inflamatéria ou ainda
eritrécitos, que indicam um componente
hemorragico observado em ulceragdes
epidérmicas (Gotthelf, 2000).

1.4. IDENTIFICACAO DO
Staphylococcus pseudintermedius

Staphylococcusdo cocos Gram-positivos,

anaerobios facultativos, que ndo formam
esporos, sem motilidade e que s&o
comumente encontrados na pele de
mamiferos (Malik et al., 2005).

Em 1976, Hajek descreveu pela primeira
vez um microrganismo isolado de caes,
pombos, <cavalos e martas como
Staphylococcus intermedius  Esta
nomenclatura foi sugerida pelo autor por
esse microrganismo possuir algumas
caracteristicas d8. aureuse algumas ds.
epidermidis ficando “entre” essas duas
espécies. A partir de entdo, diversas novas
espécies de estafilococos, que eram
erroneamente descritas cor8o aureusou

S. intermediugoram descritas. Mais tarde,
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em 2005, através de analises moleculares
baseadas na sequéncia genética 16S rRNA,
Devriese et al. compararam amostras
isoladas de caes, gatos, cavalos e papagaios
com cepas d&. intermediusS. delphinie

S. schleiferisubsp.schleiferi e mostraram

que eram geneticamente diferentes,
descrevendo uma nova espécie, O
Staphylococcus  pseudintermediusSeu

perfil fenotipico é similar a&. intermedius

microrganismos, que compdem 0
Staphylococcus intermedius GroyIG)
ndo diferenciados através de analises

fenotipicas (Bannoehr e Guardabassi,
2012).
Diversos grupos vém estudando a

frequéncia das principais espécies de
estafilococos causadoras de otite em cées e
hoje sabe-se que a sua distribuicdo é

e ao S. delphini sendo esses trés mundial (Qd.1).
Quadro 1 — Distribui¢cdo detaphylococcuspp. isolados de otite Bexterna canina em divgrates
S. schleiferi Staphylococcus

Pais SIG S. aureus spp. spp.
Lilembaun et al. Brasil 13,6% 25% 0% 61,4%
(2000)
Yamashita et al. Japéo 28,6% 7,1% 14,3% 50%
(2005)
Cole et al. USA 91,3% 0% 0% 8,7%
(2006)
Lyskova et al. Republica 7% 0% 8,1% 14,9%
(2007) Tcheca
Tunon et al. (2008) | Brasil 44,4% 38,9% 16,7% 0%
Sanchez et al. Peru 55,1% 4,6% X 40,3%
(2011)

O fato da sequéncia 16S rRNA das espécies
S. intermedius, S. schleiferisubsp.
coagulans, S. delphini e S.
pseudintermediupossuirem mais de 99%
de similaridade (Devriese et al., 2005), fez
com que outras sequéncias genéticas
também fossem estudadas para realizagdo
da diferenciacdo entre os membros do SIG,
tais comosodAe hsp60(Ghebremedhin et
al., 2008; Sasaki et al., 200gap, rpoBe

tuf (Ghebremedhin et al., 200$)ta e agrD
(Bannhoer et al., 2007).

1.5. Staphylococcus pseudintermedius
RESISTENTE A METICILINA

A prevaléncia de infecgbes porS.
pseudintermediusssistente a meticilina em
pacientes veterinarios aumentou
substancialmente durante a Ultima década,
sendo este 0 mais importante mecanismo de
resisténcia antimicrobiana dos estafilococos
(Kania et al., 2004). A resisténcia é

transmitida pelo genemecA que tem
origem cromossdmica e esta localizado em
um elemento genético movel, o
staphylococcal chromossome cassete,mec
gue € responsavel pela alteracdo na
codificacdo da proteina de ligagdo a
penicilina (PBP2a) (Brown, 2001; Frank e
Loeffler, 2012; Cain, 2013). A producao
dessa alteracio na PBP2a confere
resisténcia aos demais derivadd’-
lactamicos (Kania et al., 2004; Weese e
Van Duijkeren, 2010).

O teste padrao ouro para deteccdo da
resisténcia a meticilina € o PCR do gene
mecA no entanto poucos laboratdrios
realizam este teste para diagndstico de
rotina (CLSI, 2008). Muitos laboratérios de
diagnéstico veterinario usam métodos
fenotipicos para a deteccéo da resisténcia a
meticilina. Embora referéncias a meticilina
sejam difundidas na literatura médica, a
oxacilina ou cefoxitina sdo comumente
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usadas, pois ambas sdo penicilinas semi-
sintéticas  pelicinases-resistentes  com
melhor estabilidadén vitro (Cole et al.,
2006; van Duijekeren et al. 2011).

Infelizmente, essas bactérias
frequentemente possuem co-resisténcia a
muitas outras drogas nap-lactamicas,
incluindo lincosaminas (clindamicina e
lincomicina), fluorquinolonas, macrolideos
(eritromicina), tetraciclinas e trimetoprim-
sulfamidas (Papich, 2012).

Diversos estudos em vérias partes do
mundo tem mostrado a capacidade
adaptativa desses microrganismos. Hoekstra
e Paulton (2002) isolarar8taphylococcus
pseudintermediugm 118 de 338 (34,9%)
amostras coletadas do ouvido de cdes com
otite no Canada, onde constataram que mais
de 90% desses microrganismos eram
resistentes a pelo menos um antimicrobiano
e 51,3% eram resistentes a dois ou mais.
Kawakami et al. (2010) observaram
percentual significativo (66,5%) de
Staphylococcus pseudintermedresistente

a meticilina em um estudo realizado no
Japao que avaliou isolados de piodermite
canina através da presenca do gemseA
Sanchez et al. (2011) observaram resultados
semelhantes no Peru, onde a bactéria mais
frequentemente isolada foi o]
Staphylococcus  pseudintermediusque
chegou a apresentar 57,4% de resisténcia a
penicilinas e 42% a cefalosporinas.

Apesar da preocupagdo emergente com a
resisténcia mdltipla de bactérias aos
antimicrobianos convencionais de uso
veterinario, poucos estudos no Brasil tém
sido conduzidos com o intuito de investigar
a presenca de linhagens multirresistentes
isoladas de otite canina. Nesse sentido,
Oliveira et al. (2006) descreveram
resisténcia mdltipla a dois ou mais
antimicrobianos em 35,2% das linhagens de
Staphylococcus pseudintermedius
principalmente frente as penicilinas e
derivados, o que pode ser justificado pela
producdo d@-lactamases por essa espécie.

1.6. TRATAMENTO

A terapia da otite externa depende da
identificacdo e controle dos fatores
predisponentes e das causas primarias
sempre que for possivel (Scott et al, 2001,
Patel et al., 2010)

A otite externa bacteriana simples, sem
histérico de recorréncia, geralmente &

realizada com antibioticoterapia topica

empirica. Nos casos de recorréncia e/ou
otite cronica, o tratamento deve ser baseado
na identificagdo do agente bacteriano e no
antibiograma (Paterson, 2008).

Os objetivos do tratamento s&o a limpeza
completa dos ouvidos, reducdo da
inflamacdo e melhora da ventilagdo com
remissdo da estenose e das lesdes
obstrutivas (Patel et al., 2010).

1.6.1. Produtos
ouvidos

para limpeza dos

Os produtos para limpeza s&o essenciais em
todos os casos de otite. Muitas vezes, a
migracdo epitelial pode estar alterada
havendo acumulo de cerimen, o que pode
perpetuar a infeccdo (Paterson, 2008).
Secrecdo purulenta e debris inflamatorio
podem inativar algumas medica¢des, como
a polimixina B, além disso, alguns produtos
para limpeza auricular possuem
propriedades antimicrobianas (Scott et al.,
2001). Os produtos para limpeza e seu
modo de acédo estdo no Qd.2.

Em alguns casos, especialmente na
presenca de exsudato ou cerumen

excessivo, pode ser necessario realizar a
limpeza intermitente para que medicacoes
topicas possam ser adequadamente
aplicadas. Nestes casos, o cliente deve ser
instruido para realizar a limpeza em casa
com o uso de ceruminoliticos e auxilio de

chumacos de algoddo. Muitos animais

toleram a limpeza em casa apds diminuicdo
da inflamacéo e da dor (Scoot et al. 2001)

Ainda segundo Scott et al. (2001),
raramente sera necessaria a limpeza dos
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ouvidos mais do que uma vez a cada 48
horas. Com aplicacbes mais frequentes, o
ouvido ndo tem oportunidade de ficar seco,
resultando em aumento da umidade e
maceracdo epitelial, o que facilita o

crescimento bacteriano.

1.6.2. Lavagem dos ouvidos

A lavagem dos ouvidos realizada sob
anestesia geral é parte importante do
tratamento da otite externa. E utilizado agua
ou solucdo salina administrada através de
um equipo conectado & uma chave de trés
vias, onde também se conecta uma seringa
de 20 mL e um cateter de tamanho
adequado. O cateter é introduzido através
de um cone de otoscépio até o canal
horizontal e, utilizando a chave de trés vias,
a seringa € preenchida e o liquido infundido
no conduto até que sejam eliminados todos
0s exsudatos (Patel et al., 2010).
Detergentes ou desinfetantes podem ser

by

adicionados a solucdo de lavagem desde
gue a membrana timpanica esteja intacta,
caso nao seja possivel detectar a integridade
do timpano, estas substancias estdo contra-
indicadas (Scott et al., 2001).

1.6.3. Reducdao da inflamacéao

Os glicocorticoides sao bastante utilizados
no tratamento da otite externa, pois

diminuem a inflamacdo e o edema, a

hiperplasia, as secre¢fes glandulares e a
exfoliagcdo, fazendo com que os condutos
tornem-se menos favoraveis ao crescimento
de microrganismos (Patel et al., 2010).

Hidrocortisona e prednisolona possuem

absorcdo cutdnea minima. Esteroides mais
potentes como a dexametasona e a
betametasona possuem maior grau de
absor¢cédo, ndo devendo ser utilizados por
longos periodos (Paterson, 2008).

Quadro 2 — Produtos de limpeza e seu modo de acéo

Agente Agentes ototoxicos

Agentes ototoxicos em Agente ndo ototéxico
timpano rompido

Ceruminoliticos Sulfosuccinato de diocti

Per6xido de carbamato

sadico Solucéo de docusato
Lubrificantes L Trietanolamina
Glicerina . . Esqualene
Propilenoglicol
g?/ggfri Pare lodopovidine écg)IL:Jagéo salina
idi 0,
Clorexidine > 0,05% Clorexidine 0,05%
Adstringentes Acido latico )
Acido mélico Acido acético 2,5%

Acido benzoico
Acido salicilico

Isopropil

Acido bérico

Adaptado de Scott et al. (2001); Paterson (2008)
1.6.4. Terapia antimicrobiana topica

Inicialmente, o tratamento antimicrobiano
tépico deve basear-se na citologia. Quando
a infeccdo for por cocos Gram-positivos,
pode ser realizada terapia empirica (Qd.3),
ndo sendo necessaria a cultura (Paterson,
2008). Quando h& recorréncia e/ou
cronicidade, além de apresentacdo de
bactérias Gram-negativas, o tratamento
tépico e sistémico pode ser realizado
empiricamente (Qd.4) somente até a
realizacdo da cultura e do antibiograma
(Paterson, 2008; Patel et al. 2010).

Quadro 3 — Antimicrobianos tépicos frequentemente
usados empiricamente em infec¢Bes por cocos Gram-
positivos

Drogas consideradas
somente em
membrana

timpénica intacta

Drogas que podem
ser consideradas em
casos de membrana
timpénica rompida

Acido fusidico
Ciprofloxacino
Enrofloxacino
Framicetina
Gentamicina
Neomicina
Polimixina B
Tobramicina

Ciprofloxacino
Enrofloxacino
Marbofloxacino

Adaptado de Paterson (2008)
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Quadro 4 — Antimicrobianos tépicos frequentemente
usados empiricamente em infec¢Bes por bactérias

Gram-negativas

Drogas consideradas
somente se a
membrana

timpénica estiver

Drogas que podem
ser consideradas em
casos de membrana
timpénica rompida

intacta

Ciprofloxacino
Colistina
Gentamicina
Neomicina
Ofloxacino
Sulfadiazina prata
Sulfato de amicacina
Sulfato de polimixina
B

Ticarcilina
Tobramicina

Acido acético 2,5%
Enrofloxacino
Marbofloxacino
Tris-EDTA

Adaptado de Paterson (2008)
2. CONSIDERACOES FINAIS

A otite € uma das afec¢gbes mais comuns na
clinica médica de pequenos animais. Por
possuir etiologia multifatorial, o]
diagnostico pode ser complexo, porém a
realizacdo dos exames fisico e
dermatolégico completos, com minuciosa
procura pelos agentes primarios,
predisponentes e perpetuantes e com o
auxilio de exames complementares, é
possivel estabelecer a sua causa.

Embora métodos moleculares ndo estejam
inseridos  rotineiramente na  clinica
veterinaria, exames como citologia e cultura
com antibiograma sdo excelentes auxiliares
na identificacdo bacteriana e devem fazer
parte do dia-a-dia do atendimento
veterinario, pois € crescente a preocupacao
com surgimento de bactérias multi-
resistentes que tém sido isoladas em
diversos tipos de infeccdo e que
representam um risco a saude publica.

O uso indiscriminado de antimicrobianos,
sem a correta identificacdo do agente
causador da doenca, contribui para o
aumento dessa resisténcia. O conhecimento
acerca dos aspectos relacionados a
resisténcia estafilococica, assim como a
eficiente identificacdo do agente causador
da doenca séo fatores determinantes para a
utilizacdo de uma estratégia terapéutica
adequada.

3. REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

ANGUS, J.C. Diseases of the ear.
In:CAMPBELL, K.L. (ed). Small Animal
Dermatology Secretsled. Philadelphia:
Hanley e Belfus. 2004, cap.49, p.364-384.

AUGUST, J.R. Otitis externa: a disease of
multifactorial etiologyVet. Clin. North Am.
Small Anim. Pract.v.18, p.731-742, 1993.

BANNOEHR, J.; ZAKOUR, N.L.B;
WALLER, A.S. et al. Population genetic
structure of thestaphylococcus intermedius
group: insights into agr diversification and
the emergence of methicillin-resistant
strains.J. Bacteriol, v.189, n.23, p.8685-
8692, 2007.

BANNOEHR, J.; GUARDABASSI, L.

Staphylococcus pseudintermedius the

dog: taxonomy, diagnostics, ecology,
epidemiology and pathogenicity.Vet.

Dermatol.v.23, p.253-266, 2012.

BONATES, A. Otite: conhecimento
detalhado permite diagndsticos precisos e
sucesso no tratamentd/et News v.62,
p.155-169, 2003.

BROWN, D.F.J. Detection of
methicillin/oxacillin resistance in
Staphylococci J. Antimicrob. Chemoth
v.48 p.65-70, 2001.

CAIN, C.L. Antimicrobial resistance in
Staphylococcin small animalVet. Clinic.
Small An, v.43, p.19-40, 2013.

CLSI. Clinical and Laboratory Standards
Institute. Detection of methicillin resistant
staphylococgi3ed., 2008.

COLE, L.K.; KWOCHA, K.W.; HILLIER,
A. et al Identification of oxacilin-resistance
Staphylococci in dogs with end-stages
otitis. Vet. Rec.y.159, p.418-419, 2006.

DEVRIESE, L.A.; VANCANNEYT, M.;
BAELE, M. et al. Staphylococcus
pseudintermediussp. nov., a coagulase-
positive species from animals]. Syst.

19



Evolut. Microb, v.55, n.4, p.1569-1573,
2005.

FRANK, L.A.; LOEFFLER, A. Methicillin-
resistantStaphylococcus pseudintermedius
clinical challenge and treatment options.
Vet. Dermatol.v.23, p.283-256, 2012.

GHEBREMEDHIN, F.L.; KONIG W.;

KONIG B. Genetic classification
andistinguishing ofStaphylococcuspecies

based on different partigap, 16S rRNA,

hsB0, rpob, sodA andtuf gene sequence.
J. Clin. Microbiol.,v.46, n.3, p.1019-1025,
2008

GOTTHELF, L.N. Small Animal Ear
Disease. Philadelphia: Elsevier Saunders,
2000, 270p.

GRIFFETH, G.C.; MORRIS, D.O;
ABRAHAM, J.L. et al. Screening for skin
carriage of methicillin-resistant coagulase-
positive Staphylococciand Staphylococcus
schleiferiin dogs with healthy and inflamed
skin. Vet. Dermat v.19, n.4, p.142-149,
2008.

HAJEK, V. Staphylococcus intermediua

new species isolated from animalstern.

J. of System. Bacteriplv.26, n.4, p.401-
408, 1976.

HARVEY, R.G.; HAHARI, J.;
DELAUCHE, A.J. Doengas do Ouvido em
Cdes e Gatos.Rio de Janeiro: Editora
Revinter, 2004, 272p.

HARVEY, R.G.; McKEEVER, P.J. Otitis
externa. In: Manual llustrado de
Enfermedades de la Piel em Perro y Gato

Madri: Grass Edicions. 2001, cap.10,
p.193-200.

HILL, P.B. Otitis. InSmall Animal
Dermatologyled. Edinburgh: Elsevier

Science. 2002, cap.12, p.143-145.

HOEKSTRA, K.A.; PAULTON, R.J.L.
Clinical prevalence and antimicrobial
susceptibility ofStaphylococcus aurewsnd
Staphylococcus intermedius dog.J. Appl.
Microbiol, v.93, p.406-413, 2002.

JUNCO, M.T.T.; BARRASA, J.T.M.
Identification and antimicrobial
susceptibility of coagulase-positive
Staphylococciisolated from healthy dogs
and dogs suffering from otitis externd.
Vet. Med, v.49, p.419-423, 2002.

KANIA, S.A.; WILLIAMSON, N.L,;
FRANK, L.A. et al. Methicillin resistance
of Staphylococcisolated from the skin of
dogs with pyodermaAm. J. Vet. Resv.64,
p.1265-1268, 2004.

KAWAKAMI, T.; SHIBATA, S,
MURAYAMA, M. et al. Antimicrobial
susceptibility and methicillin-resistant in
Staphylococcus  pseudintermediusand
Staphylococcus schleifesubsp. Coagulans
isolated from dogs with pyoderma in Japan.
J. Vet. Med. Scien.v.72, p.1615-1619,
2010.

LILENBAUM, W.; VERAS, M.; BLUM,
E.; SOUZA, G.N. Antimicrobial
susceptibility of staphycocci isolated from
otitis externa in dogsAppl. Miicrobiol.,
v.31, p.42-45, 2000.

LOGAS, D.E. Diseases of the ear canal.
Vet. Clin. North Am. Small Anim. Pract.,
v.5, n.2, p.905, 1994.

LOGAS, D.E.; BELLAH, J.R. Diseases of
the external ear and pinna. Handbook of
Small Animal Practice.5ed. Missouri:
Elsevier Saunders. 2008, Cap.107, p.1045-
1054.

LYSKOVA, P.; VYDRZALOVA, M,
MAZUROVA, J. Identification and
antimicrobial susceptibility of bacteria and
yeasts isolated from healthy dogs and dogs
with otitis externa.J. Vet. Med. v.54,
p.559-563, 2007

MALIK, S.; PENG, H.; BARTON, M.D.
Antibiotic resistence in Staphylococci
associated with cats and dogs. Appl.
Microbiol. v.99, p.1283-1293, 2005.

NOBRE, M.O.; CASTRO, AP,

NASCENTE, P.S. et al. Occurrence of
Malassezia pachydermatisand others

20



infectious agents as cause external otitis in
dogs from Rio Grande do Sul State, Brazil
(1996/1997)Braz. J. Microbiol, v.32, 245-
249, 2001.

NOXON, J.0. Otitis externa. IfSaunders
Manual of Small Animal Practice3ed.
Missouri:Sauders Elsevier. 2006, cap.59,
p.574-581.

OLIVEIRA, L.C.; MEDEIROS, C.M.O;
SILVA, LN.G. Susceptibilidade a
antimicrobianos de bactérias isoladas de
otite externa em céeArq. Bras. Med. Vet.
Zootec, v.57, p.405-408, 2005.

OLIVEIRA, L.C.; BRILHANTE, R.S.N;
CUNHA, A.M.S. et al Perfil de isolamento
microbiano em cdes com otite média e
externa associada#rg. Bras. Med. Vet.
Zootec, v.58, n.6, p.1009-1017, 2006.

PAPICH, M.G. Selection of antibiotics for
methicillin-resistant Staphylococcus
pseudintermediugime to revisit some old
drugs? Vet. Dermatol. v.23, p.352-364,
2012.

PATEL, A.; FORSYTHE, P.; SMITH, S.
Otitis externa y otitis media em um perro.
In: Dermatologia de Pequefios Animales
Barcelona: Elsevier Saunders. 2010, cap.57,
p.322-329.

PATERSON, S. Otitis externa. IiManual
of Skin Diseases of the Dog and Czed.
Oxford: Blackwell Publishing. 2008, cap.9,
p.162-172.

RADLINSKY, M.G.; MASON D.E.
Diseases of the ear. In: ETTINGER, S.J.,

FELDMAN, E.C.(ed). Textbook of
Veterinary Internal  Medicine. 6ed.
Philadelphia: Elsevier Saunders, 2004,

cap.209, p.1168-1186.

ROBINSON, D.A.; ENRIGHT, M.C.
Evolutionary models of the emergence of
the methicilin-resistant Staphylococcus
aureus. Antimic. Agents Chemother.47,
p.3926-3924, 2003.

ROSSER JR, E.J. Causes of otitis externa.
Vet. Clin. Small Anv.34, p.459-468, 2004.

SANCHEZ, R.C.; CALLE, S.E.; FALCON,
N.P. et al. Aislamiento bacteriano em casos
de oftitis canina y su susceptibilidad
antibiotica. Rev. Inv. Vet. Periv.22, n.2,
p.161-166, 2011.

SASAKI, T.; KIKUCHI, K; TANAKA, Y.

et al. Reclassification of phenotypically
identified Staphylococcus intermedius
strains. J. Clin. Microbiol, v.45, n.9,
p.2770-2778, 2007.

SCOTT, D.W.; MILLER JR., W.H.;
GRIFFIN, C.E. Diseases of eyelids, claws,
anal sacs, and ears. IMuller & Kirk's
Small Animal Dermatology 6 ed.
Philadelphia: Elsevier Saunders, 2001,
cap.19, p.1185-1235.

TUNON, G.l.L.; SILVA, E.P.;
FAIERSTEIN, C.C. Isolamento  de
estafilocococos multirresistentes de otites
em cdes e sua importancia para a saude
publica.Bepa v.5, n.58, p.4-7, 2008

van DUIJEKEREN, E.V.; CATRY, B,
GREKO, C. et al. Review on methicillin-
resistantStaphylococcus pseudintermedius
J. Antimicrob. Chemother.v.66, p.2705-
2714, 2011.

WEESE, J.S.; VAN DUIJKEREN, E.
Methicillin-resistantStaphylococcus aureus
and Staphylococcus pseudintermediurs
veterinary medicineVet. Microbiol, v.140,
p.418-429, 2010.

YAMASHITA, K., SHIMIZU,
KAWANO, J. et al. Isolation and
characterization of Staphylococci from
external auditory meatus of dogs with or
without otitis externa with special reference
to Staphylococcus schleiferi subsp.
Coagulansisolates.J. Vet. Med. Sgiv.67,
n.3, p.263-268, 2005.

A.,

21



CAPITULO Il

FREQUENCIA DE Staphylococcus spp.
E PERFIL DE SENSIBILIDADE
ANTIMICROBIANA EM  CAES
PORTADORES DE OTITE EXTERNA

RESUMO

O aumento do numero de relatos de otite
bacteriana causada petaphylococcuspp. em
todo mundo, vem mostrar a importancia de
novos estudos para avaliagdo da frequéncia
destes microrganismos, jA que sdo comensais
da pele de animais que, ao encontrarem
ambiente propicio, podem torna-se patégenos
oportunistas com elevada resisténcia aos
antimicrobianos. O crescente numero de
isolados deStaphylococciportadores do gene
mecA que confere resisténcia a meticilina, tem
tornado o tratamento da otite um desafio, pois
tais microrganismos também séo considerados
resistentes a outrddlactamicos. Além disso,
estudos tém demonstrado multirresisténcia
desses microrganismos a outras drogasf3Rao
lactdmicas. Com o objetivo de avaliar a
frequéncia deStaphylococcuspp. e o perfil
antimicrobiano, especialmente a resisténcia a
meticilina em cées portadores de otite, foram
colhidas, no periodo de abril a outubro de
2013, amostras bilaterais do ouvido externo de
63 cades otopatas. Das amostras foram
realizadas cultura bacteriologica, identificacédo
fenotipica para isolamento d&aphylococcus
spp. e antibiograma para identificacdo da
resisténcia a drogas, em especial a oxacilina,
analogo mais estavel da meticilina. Todas as
amostras foram submetidas a PCR para
identificacdo do genemecA As amostras
identificadas como pertencentes ao
Staphylococcus intermedius grougSIG),
foram submetidas a PCR para identificagdo
molecular da espécies. pseudintermedius.
Foram isolados 54,3% de microrganismos
pertencentes ao SIG, sendo todos confirmados,
atravées de PCR, comoStaphylococcus
pseudintermedius Das demais amostras,
30,8% demonstraram ser 8eschleifersubsp.
coagulans 6,2%S. schleiferisubsp.schleiferi
6,2% S. epidermidise 2,5%S. haemolyticus
Dos 54,3% pertencentes ao SIG, 38,7% eram
resistentes a oxacilina e apenas 27,3% tiveram
0 genemecA detectado. Os microrganismos
isolados apresentaram ainda 8,6% de

resisténcia a amicacina, 23,5% a
amoxicilinat+acido clavulanico, 21,0% a
cefalexina, 29,6% ao cloranfenicol, 42,0% ao
enrofloxacino, 29,6% a estreptomicina, 21% a
gentamicina, 48,1% a neomicina, 66,7% a
penicilina G, 53,1% a
sulfonamida+trimetoprima e 48,1% a
tetraciclina. Vale salientar que 70,3% dos
isolados  apresentaram multirresisténcia.
Resultados que alertam para a elevada
frequéncia de estafilococos resistentes a
oxacilina e multirresistentes, sugerindo a
necessidade da obtencdo de diagnéstico mais
acurado do fator perpetuante para melhor
direcionamento no tratamento das otopatias em
cées.

Palavras-chave: isolamento, provas
bioguimicas, identificacdo molecular,
antibiograma

ABSTRACT

The increased number of reports of bacterial
otitis caused byStaphylococcusspp. in the
world, shows the importance of new studies to
assess the frequency of these microorganisms,
as being commensals of the skin of animals,
when in adequate environment, can become
opportunistic pathogens with high
antimicrobial resistance. The increasing
number of isolated StaphylocoatiecAgene,
which confers resistance to methicillin, has
become the treatment of otitis a challenge as
these microorganisms are also considered

resistant to other B-lactams antibiotics.
Moreover, studies have demonstrated
multidrug resistance of these microorganisms
to other drugs, ndd-lactam. In order to assess
the frequency ofStaphylococcusspp. and
antimicrobial profile, especially methicillin
resistance in dogs with otitis, bilateral samples
from 63 affected dogs were collected, from
April to October 2013. Samples were
bacteriological cultured, phenotypicaly
identificated for Staphylococcusspp. and
antibiogram was performed to identify the
resistance for drugs, especially oxacillin,
which is a more stable analogue of methicillin.
All isolates were subjected to PCR for
identification of the mecA gene. Samples
identified as belonging to th8taphylococcus
intermedius group (SIG) were subjected to
PCR to molecular identification ofS.
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pseudintermediusspecies. About 54.3% of
microorganisms isolated, belonged to SIG
were confirmed by PCR as being
Staphylococcus pseudintermediuBhe other
samples were 30.8%S. schleiferi subsp.
coagulans 6.2%S. schleiferisubsp.schleiferi

6.2% S. epidermidis and 25% S.
haemolyticus Of all the samples, 54.3%
belonged to (SIG),of these, 38.7% were

methicillin-resistant, and only 27,3% had the
mecAgene detectedtaphylococcus schleiferi
spp. responded for 37.0% of the isolates and
8,6% were from other species of staphylococci.
Among staphylococci outside the SIG, 32,4%
of oxacillin resistance was found, these 21.6%
were carriers of themecA gene. Isolated
microorganisms also showed 8.6% resistance
to amikacin, 23.5% to amoxicillin+clavulanate,
21.0% to cephalexin, 29.6% to
chloramphenicol, 42.0% to enrofloxacin,
29.6% to streptomycin, 21.0% to gentamicin,
46.9% neomycin, 71.6% to penicillin G, 53.1%
to trimethoprim+sulfonamide, and 48.1% to
tetracycline. It is noteworthy that 70.3% of all
isolates were resistant to at least two
antimicrobials. The results draw attention to
the high frequency of oxacillin-resistant
staphylococci and multidrug-resistance,
suggesting the need of more accurate diagnosis
of perpetuating factor, in order to perform
better treatments of ear diseases in dogs.

Keywords: isolation, biochemical
molecular identification, antibiogram

assays,

1. INTRODUCAO

Otite externa é uma doenca que afeta
aproximadamente 20% dos caes atendidos em
clinicas veterinarias (Angus, 2004; Radlinsky e
Mason, 2004; Cole et al., 2006; Sanchez et al.,
2011), podendo chegar a 40% em regibes de
clima tropical (Logas, 1994). A otite externa
cronica, que representa um problema de grande
relevancia na pratica veterinaria, corresponde a
aproximadamente 77% dos casos de otite
(Farias, 2002).

A doenca possui etiologia multifatorial
envolvendo causas primarias, predisponentes e
perpetuantes. (Gotthelf, 2000). Bactérias
raramente sao causas primarias, sendo os
Staphylococcuspp. e 0s organismos Gram-
negativos Pseudomonas spp., Proteus spp.,

Escherichia colie Klebsiellamais comumente
isolados como agentes secundarios (Scott et
al,, 2001). No céo, a otite externa geralmente
estd associada a bactéri@taphylococcus
pseudintermedius e, juntamente com a
piodermite, € uma das razdes do uso
indiscriminado de antimicrobianos nos cées

(Guardabassi et al., 2004).

Staphylococcussdo cocos Gram-positivos,
anaerobicos facultativos, que ndo formam
esporos, sem motilidade e que sdo comumente
encontrados na pele de mamiferos (Malik et
al., 2005). A identificacdo dos estafilococos &
feita baseada nas caracteristicas coloniais,
morfotintoriais e provas bioquimicas (Oliveira
et al.,, 2006). Por apresentar caracteristicas
semelhantes, como coagulagé-galactosidase
positivas, ndo producdo de acetoina e
sensibilidade a polimixina B, até 2005, a
maioria dos estafilococos coagulase-positiva
isolados de cdes e pombos, era classificada
como cepas destaphylococcus intermedius
Com o advento da analise molecular, esses
microrganismos foram identificados, separados
e reclassificados em Staphylococcus
intermedius,Staphylococcus pseudintermedius
e Staphylococcus delphinpassando entédo a
fazer parte doStaphylococcus intermedius
group (SIG) (Bond e Loeffler, 2012; Bannoehr

e Guardabassi, 2012).

Desde o0 seu primeiro relato na América do
Norte em 1999 (Gortel et al., 1999), o
Staphylococcus intermediusposteriormente
identificado comoS. pseudintermediugem
sido isolado com cada vez mais frequéncia em
diversos paises, indicando que a infeccéo
causada por este microrganismo € um desafio
terapéutico para clinicos veterinarios,
principalmente para dermatologistas (Frank e
Loefflert, 2012).

Assim como ocorre n8taphylococcus aureus

a resisténcia a meticiina de outros
estafilococos esta relacionada a presenca do
gene mecA, sendo este 0 mais importante
mecanismo de resisténcia antimicrobiana
destes microrganismos. A resisténcia é
transmitida por este gene, que tem origem
cromossOmica e esta localizado em um
elemento genético movel, staphylococcal
chromossome cassete mece € responsavel
pela alteracdo na codificagcdo da proteina de
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ligagdo a penicilina (PBP2a) (Brown, 2001;
Frank e Loeffler, 2012; Cain, 2013). A
producdo dessa alteracdo na PBP2a confere
resisténcia a outros derivadgslactamicos
(Kania et al., 2004; Weese e van Duijkeren,
2010).

O gene mecA provavelmente originou-se a
partir do GrupdStaphylococcus sciyrque séo
microrganismos coagulase-negativa e,
normalmente, colonizam animais e seres
humanos (Tsubakishita et al., 2010), mas tem
sido identificado a partir de isolados de varias
espécies de estafilococos, incluinBoaureus

S. schleiferi spp. e S. pseudintermedius
(Loeffler et al., 2007).

Embora referéncias a meticilina sejam
difundidas na literatura médica, a oxacilina é
comumente usada nos laboratorios de
microbiologia veterinarios e tem correlacédo
com o teste de resisténcia antimicrobiana.
Ambas as drogas sdo penicilinas semi-
sintéticas penicilinases-resistentes, mas a
oxacilina possui melhor estabilidadie vitro
(Cole et al., 2006).

Diversos estudos em varias partes do mundo
tem mostrado a capacidade adaptativa desses
microrganismos. Hoekstra e Paulton (2002)
isolaramStaphylococcus pseudintermedirs

118 de 338 (34,9%) amostras coletadas do
ouvido de cdes com otite no Canada, onde
constataram que mais de 90% desses
microrganismos eram resistentes a pelo menos
um antimicrobiano e 51,3% eram resistentes a
dois ou mais. Kawakami et al. (2010)
observaram significativos percentuais (66,5%)
de Staphylococcus pseudintermedresistente

a meticilina em um estudo realizado no Japao,
que avaliou isolados de piodermite canina,
através da presenca do genecA Sanchez et

al. (2011) observaram resultados semelhantes
no Peru, onde a bactéria mais frequentemente
isolada foi oStaphylococcus pseudintermedius,
gue chegou a apresentar 57,4% de resisténcia a
penicilinas e 42% a cefalosporinas.

Apesar da preocupacdo emergente com a
resisténcia mdltipla de bactérias aos
antimicrobianos  convencionais de  uso
veterinario, poucos estudos no Brasil tém sido
conduzidos com o intuito de investigar a

presenca de linhagens multirresistentes
isoladas de otite canina. Nesse sentido,
Oliveira et al. (2006) descreveram resisténcia
multipla a dois ou mais antimicrobianos em
35,2% das linhagens deStaphylococcus

pseudintermediys principalmente frente as

penicilinas e derivados, o que pode ser
justificado pela producdo d&lactamases por

essa espécie.

Normalmente, os estafilococos resistentes a
meticilina também sao resistentes a diversas
outras classes de antimicrobianos nge
lactamicos como aminoglicosideos,
guinolonas, macrolideos, fenicdéis,
sulfonamidas e tetraciclinas (Papich, 2012).

O intuito deste trabalho foi verificar a
frequéncia déstaphylococcuspp. resistentes a
meticilina e outros antimicrobianos em casos
de otite externa bacteriana em caes,
correlacionando com a presenca do gaeeeA

2. MATERIAL E METODOS
2.1.IDENTIFICACAO FENOTIPICA

Para o presente estudo foram selecionados 63
cdes otopatas, com idade entre 1 e 12 anos, de
ambos o0s sexos e de diversas racas,
provenientes do servico de Dermatologia do
Hospital Veterinario da UFMG, no periodo de
abril a outubro de 2013. Todos os animais
foram contidos fisicamente e avaliados por
veterinarios para o diagnéstico clinico de otite
externa. Os critérios para inclusdo no estudo
foram a apresentacdo de dois ou mais sinais
clinicos de otite externa, tais como: presenca
de dor, prurido, balancar de cabeca, eritema,
escoriacbes,  hiperqueratose, hiperplasia,
hiperpigmentacéo, estenose parcial ou total do
canal, alteragbes na cor, odor, aspecto e/ou
guantidade da secrecdo auricular (Fig.1l); e
citologia positiva para bactérias cocoides
(Fig.2). Foram ainda classificados de acordo
com a anatomia da pina, como ereta ou
pendulosa.

Este experimento foi aprovado pela Comissao

de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFMG sob o numero de protocolo 246/2013.
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Figura 1. Orelha de cdo apresentando eritema,
escoriagbes, hiperqueratose e estenose parcial do
conduto auditivo.

Figura 2: Microfotografia de citologia. Nota-se a
presenca de bactérias cocoides (setas vermellgadpsc
de descamacdo (setas pretas)

De cada animal foram coletadas duas amostras,
uma de cada ouvido, totalizando 126 amostras.
As amostras foram coletadas a partir do canal
horizontal do ouvido externo com auxilio de
swab estéril e armazenadas em meio de
transporte Stuart (Trans-bac DME®) por no
maximo 48 horas e entdo encaminhadas para

processamento no Laboratério de
Microbiologia Aplicada da Escola de
Veterinaria da UFMG onde foi realizado

esgotamento por estrias com auxilio de alca de
platina, em placas de Petri contendo meio de
cultura Agar-sangue e incubadas em estufa a
37°C por 24 a 48 horas, para obtencdo de
colbnias isoladas (Fig.3).

Figura 3: Isolamento de bactérias em agar-sangoi@- N
se colbnias redondas, esbranquicadas e opacas

Foi realizada coloracdo de Gram das colbnias
isoladas e, aquelas que eram Gram-positivas
com arranjo semelhante a cachos de uvas
(Fig.4), foram semeadas em meio de cultura
Mueller-Hinton (Fig.5) e incubadas a 37°C por
24 a 48 horas. Das coldnias que cresceram nas
placas foram realizadas provas bioquimicas
para identificacao fenotipica.

Figura 4: Microfotografia de |amina corada pelantéa
de Gram mostrando bactérias cocoides Gram-positivas
com arranjo de cachos de uvas
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As primeiras provas realizadas foram as da
catalase e da oxidase. Os microrganismos que
decomporam a catalase liberando oxigénio
(reacdo positiva) e ndo causaram oxidacao
(reacdo negativa) foram entdo submetidos as
provas de coagulase, fermentacdo de
carboidratos (manitol, sacarose e trealose),
urease, arginina, Voges Proskauer (producédo
de acetoina) (Fig.6) e resposta a polimixina B

(Fig.7) para identificacdo conforme proposto

por Bannoehr e Guardabassi (2012) e Quinn et
al. (2011) (Qd.1).

Figura 6: Provas bioquimicas de amostras bacteripraenientes de ouvido externo de cées otop&tasesquerda para
direita: coagulase, fermentacdo de carboidratésser, arginina, Voges Proskauer
+: reacdo positiva; -: reagao negativa

2.2. EXTRACAO DO DNA

ApoOs identificagdo fenotipica, as amostras
identificadas como pertencentes ao SIG,
foram submetidas a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para identificagcdo da
espécie conforme proposto por Sasaki et al.
(2010).

Para extracdo do DNA, uma colbnia de
cada placa contendo os microrganismos ja
Figura 7: Foto de antibiograma, destacando halo identificados foi coletada, com auxilio de
formado pela inibigdo da polimixina B uma alga de platina, e inoculadas em tubo
tipo Eppendorf contendo 2Ql de é&gua

Pelo menos uma colbnia isolada das Mili-Q. Os tubos foram aquecidos, em
amostras obtidas de cada animal, banho-maria, até a temperatura de 100°C
identificada como do género por 15 minutos e depois centrifugados a
Staphylococcydoi armazenada em infuséo 60rpm, na poténcia de 10 MA por 5
cérebro-coracdo (BHI) adicionado de 20% minutos. O sobrenadante foi coletado com
de glicerol e mantida a -80°C, formando  auxilio de micropipeta e utilizado como
bacterioteca com 81 isolados. amostra pura de DNA.
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Quadro 1 — Identificacdo fenotipica das princigaigécies de estafilococos isoladas de cées

Espécie Coa Arg Man Sac Tre Ure VP Pol B
Staphylococcus

SIG + V (V) + + + - S
S. aureus + + + + + - + R
S. epidermidis - + - V \ v + R
S. haemolyticus - + V + + - + S
S. schleiferi subsp. + + \% + - - + S
coagulans

S. schleiferi subsp. v + - - v + + S
schleiferi

S. haemolyticus - + V + + - + S

Coa: coagulase; Arg: arginina; Man: manitol; Sacasase; Tre: trealose; Ure: urease; VP: Voges Rumsk Pol B:
polimixina B; +: >90% de cepas positivas; - : > 96&6cepas negativas; v: variavel; (): reagdo taRti@iametro do

halo >10mm; S: didmetro do halo <10mm

2.3. IDENTIFICACAO
MOLECULAR DOS MEMBROS DO
SIG

Iniciadores de PCR foram concebidos para
amplificar uma porcdo do locus do gene
nuc. Para uma reacdo de 25ulL, foram
utilizadas 2U de GoTag™ DNA
Polymerase, 1x Green GoTag™ Reaction
Buffer, 1,5mM MgC}, 0,2mM de dNTP,
1uM de cada iniciador
(F:5"TRGGCAGTAGGATTCGTTAASZ,
R:5'CTTTTGTGCTYCMTTTTGGS3) e
3uL de DNA.

Cada amostra de DNA juntamente com o
premix foi transferida para uma placa

contendo 96 pocgos para realizagdo das

amplificacbes. A placa contendo as
amostras foi colocada em termociclador
(Veriti 96- Applied Biosystems®)que

realizou a desnhaturacdo, amplificacdo e
extensdo do DNA conforme o seguinte
protocolo: um ciclo de desnaturacdo com

g 8 10 11

12 13 14 15 16 17 18

temperatura de 95°C por 3 minutos; 35
ciclos de amplificacdo com desnaturacdo a
95°C por 1 minuto, anelamento a 56°C por
1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos;
e extensdao final com temperatura de 72°C
por 7 minutos, totalizando 150 minutos ao
final do processo (Sasaki et al., 2010). As
amostras foram entdo submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1,5% com
marcador molecular de 1kb
(ThermoScientific®).

Foram utilizadas amostras de
Staphylococcus pseudintermedivdRSP
3279 para controle positivo e solucdo de
amplificacdo isenta de DNA para controle
negativo. As amostras foram para camara
escura e fotografadas sob luz UV (Fig.8). O
gene nuc do Staphylococcus
pseudintermedius € expresso entre as
bandas 900 e 1000, possuindo um peso
equivalente a 926bp.

19 20 21 22 23 24 25 26

-t e e -

Figura 8: Foto em camara escura de amostras de noerdb SIG submetidos a eletroforese em gel deosgar
Linhas: 1 — marcador molecular; 2 — MRSP 3279; 3 a amostras; 12 — MRSP 3279; 13 a 26 — amostras.
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2.4. ANTIBIOGRAMA

O método utilizado para verificagdo da
susceptibilidade antimicrobiana foi o da
disco-difuséo preconizado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI,
2012).

Ap6s isolamento das bactérias em Agar
Mueller-Hinton e identificacdo fenotipica,
de trés a cinco colbnias foram selecionadas
e transferidas para um tubo contendo 3mL
de caldo Mueller-Hinton e incubadas a
37°C até alcancar a turbidez padrao de 0,5
da escala de McFarland.

Com o auxilio de umswab estéril, o
contelldo do tubo foi distribuido em uma
placa de 150mm contendo Agar Mueller-
Hinton e 12 discos contendo
antimicrobianos foram distribuidos de
maneira equidistantes.

Os @arimisurRans s fRRARMIORAIRL L2 »
tese de susceptibilidade foram: amicacina

30ug, amoxicilinatacido  clavulanico
20/10pg, cefalexina 3@g, cloranfenicol
30pug, enrofloxacino %ug, estreptomicina
30ug, gentamicina 1Qlg, neomicina 3Qg,
oxacilina 1ug, penicilina 1Qug, tetraciclina
30ug e trimetoprim-sulfametoxazol
1,25/23,75ug (Laboratério DME®). A
escolha dos antimicrobianos foi baseada no
CLSI (2012) para estafilococos.

Apbs 24 horas de incubacdo a 37°C, os
halos formados foram medidos com régua

e, dependendo do seu tamanho,
classificados em sensivel, com
sensibilidade intermediaria e resistente

(Fig.9), seguindo a padronizacdo CLSI de
2012 (Qd.2).

Figuiay. fuiibogramna nigsadna a roifagad e sidlaftasse & g drua esylie @ a unndsdu bs gamdes
mostrando sensibilidade a maioria dos antimicraisaNa figura da direita os halos sdo pequenostramu® a
resisténcia aos antimicrobianos. Em destaque st&asia a oxacilina.
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Quadro 2. Padréo de interpretacdo do didmetrolds para estafilococos (mm)

Sensivel Intermediério Resistente

Amicacina 3Qug >17 15-16 <14
Amoxicilina+ac. clavulanico 20/10ug >20 - <19
Cefalexina 30ug >14 15-17 <18
Cloranfenicol 30 ug >18 13-17 <12
Enrofloxacino 5 ug >18 15-17 <14
Estreptomicina 30pg >11 12-14 <13
Gentamicina 10ug >15 13-14 <12
Neomicina 30ug >18 19-21 <22
Oxacilina 1 ug >13 11-12 <10
Penicilina 10ug >29 - <28
Tetraciclina 30 ug >19 15-18 <14
Trimetoprim-sulfametoxazol 1,25/23,79.g >16 11-15 <10
Adaptado de CLSI (2012)

eletroforese em gel de agarose 1,5% com
2.5. IDENTIFICACAO marcador molecular de 100bp
MOLECULAR DO GENEmecA (ThermoScientific®).

Foram utilizadas amostras de

ApoOs identificagdo fenotipica e teste de
susceptibilidade antimicrobiana, todas as
amostras, mesmo aguelas sensiveis a
oxacilina, foram submetidas a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) para
identificacdo do genemecA conforme
descrito por Merothra et al. (2000).

Para uma reacao de 25 pL, foram utilizadas
3 uL de cada amostra de DNA, que foram
transferidas para uma placa contendo 96
pocos, onde também foram adicionados
54uL de &gua ultrapura (Phoneutria®),
0,8uL dos iniciadores
(F:5"ACTGCTATCCACCCTCAACST,
R:5"CTGGTGAAGTTGTAATCTGGS") e
10uL de premix (Phoneutria®) para
realizacdo das amplificacoes.

A placa contendo as amostras foi colocada
em termociclador (Veriti 96- Applied
Biosystems®) que realizou a desnaturacéo,
amplificacdo e extensdo do DNA conforme
0 seguinte protocolo: um ciclo de
desnaturagéo com temperatura de 94°C por
5 minutos; 35 ciclos de amplificacdo com
desnaturagdo a 94°C por 2 minutos,
anelamento a 53°C por 2 minutos e
extensdo a 72°C por um minuto; e extensao
final com temperatura de 72°C por 7
minutos, totalizando 84 minutos ao final do
processo (Merothra et al., 2000). As
amostras foram entdo submetidas a

Staphylococcus pseudintermediUdRSP
3279 e deStaphylococcus aurelsSA 100
para controle positivo e solucdo de
amplificacdo isenta de DNA para controle
negativo. As amostras foram colocadas em
camara escura e fotografadas sob luz UV
(Fig.10). O genanecAé expresso entre as
bandas 100 e 200, possuindo um peso
equivalente a 160bp.

Figura 10: Foto em camara escura de amostras de
estafilococos submetidas a eletroforese em gel de
agarose. Linhas: 1 — marcador molecular; 2 — MRSP
3279; 3 — USA 100; 4 a 10 — amostras; 11 — controle
negativo

2.6. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica foram utilizados os
testes Qui-quadrado de Pearson para
igualdade de proporcdes (ou o teste Exato
de Fisher, quando as condi¢cbes para
utilizacdo do teste Qui-quadrado n&do foram
verificadas). A margem de erro maximo

(nivel de significancia) utilizada nas
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decisfes dos testes estatisticos foi de 5%.
As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o programa estatistico "SAS -
Statistical Analysis System" (SAS Institute
Inc., 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 126 amostras coletadas, apenas aquelas
identificadas como estafilococos foram
incluidas neste estudo, somando 81
amostras. Em 27 ndo houve crescimento e
em 18 houve crescimento de bactérias ndo
pertencentes ao génestaphylococcus

Os 51 animais dos quais foram obtidas as
amostras com crescimento estafilococico,
23 (45,1%) eram machos e 28 (54,9%)
eram fémeas R<0,0001). Resultados

semelhantes foram encontrados por Cunha
et al. (2003), mas diferente dos encontrados
por Santos (2007), em que o numero de
caes machos apresentando otite externa foi
maior do que o de fémeas. Embora, no
presente trabalho, o numero de fémeas
tenha sido mais elevado, ndo é possivel
inferir predisposicéo relacionada ao sexo.

Em relacdo a anatomia das orelhas, das
pendulares foram obtidas 47 (58%)
amostras e 34 (42%) das eretas@,0001).

O fato de o niumero de animais com orelha

pendular ser maior, confirma a atuacdo da
conformacdo anatbmica como fator
predisponente em casos de otite externa,
pois pavilhdes auriculares pendulares
limitam a ventilagdo no interior dos
condutos, determinando aumento na
umidade regional com consequente
maceracdo epitelial, propiciando ambiente
adequado a proliferacdo de bactérias
comensais da pele, tornando-as patégenos
oportunistas (Cunha et al, 2003).

A média de idade foi de 5,3 anos. O fato da

média de idade estar acima de 5 anos pode

ser associado as doencas primarias tais

como hipersensibilidade, hipotireoidismo e
hiperadrenocorticismo que, geralmente, se
manifestam em animais adultos, a partir dos
4 anos de idade (Nelson e Couto, 2010).

Microrganismos pertencentes ao SIG
somaram 44, o que representa 54,3% do
total das amostras em que houve
crescimento, 30 (37,0%) eram
Staphylococcus schleifespp. e 7 (8,6%)
eram de outras espécies de estafilocogos (
epidermidis e S. haemolyticys Das 81
amostras, 69 (85,2%) eram microrganismos
coagulase-positiva e o0s demais, 14,8%,
eram S. schleiferisubespécieschleiferi, S.
epidermidis e S. haemolytics, que séo
coagulase-negativa (Tab.1).

Tabela 1 — Frequéncia de diferentes espécies afd@sicos isolados de cdes com otite externa

Espécie Coagulase Isolados %
SIG Positiva 44 54,3
S. schleifersubspcoagulans Positiva 25 30,9
S. schleifersubspschleiferi Negativa 5 6,2
S. epidermidis Negativa 5 6,2
S. haemolyticus Negativa 2 2,5
Total 81 100

Todos o0s microrganismos identificados
fenotipicamente como pertencentes ao SIG,
foram confirmados comdstaphylococcus
pseudintermediusatravés da técnica de
PCR. Esses resultados também foram
encontrados em estudos realizados por
Bannoehr et al. (2007) na Europa e Sasaki
et al. (2007) no Japéo.

Os
foram

microrganismos  coagulase-positiva
isolados em mais de 80% das

amostras, o que se assemelha aos resultados
encontrados por Oliveira et al. (2005), mas
difere dos de Lilenbaum et al. (2000) que
representaram apenas 38,6%. A produgéo
de coagulase por estes organismos esta
relacionada com sua patogenicidade, pois
os protege da acdo das células fagocitarias
do hospedeiro (Quinn et al.,2011).

Os resultados mostram g&¢aphylococcus
pseudintermediusestdo associados com
otite externa estafilocécica em mais de 50%
dos casos. Esses achados diferem daqueles
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encontrados por Lilenbaum et al. (2000) no
Rio de Janeiro-Brasil, que encontraram
apenas 6 representantes do SIG em 44
amostras (13,6%), estes autores ainda
encontraram  maior  prevaléncia de
Staphylococcus aureus (25%),
microrganismo que ndo foi isolado no
presente trabalho. Cole et al. (2006) nos
Estados Unidos também n&o obtiveram
amostras de S. aureus porém 0S
representantes do SIG somaram mais de
90% (21 das 23 amostras de estafilococos).
Embora Tunon et al. (2008) em Sergipe-
Brasil e Sanchez et al. (2011) em Lima-
Peru também tenham obtido resultados
semelhantes em relacdo ao SIG, 44,4% e
55% respectivamente, seus estudos também
encontraram$S. aureus 38,9% e 4,6%
respectivamente. Em Pardubice-Republica
Tcheca, Lyskova et al. (2007) encontraram
entre os estafilococos 77% de isolados de
membros do SIG e 8,1% d& schleiferi
subsp.coagulans Yamashita et al. (2005),
em Toéquio-Japdo, isolaram 28,6% de
membros do SIG, 7,1% d&. aureuse
14,3% deS. schleifersubspcoagulans

As diferencas nos achados podem ser
explicadas pelas distancias geogréficas e o
uso de diferentes antimicrobianos no
tratamento das otites, o que pode acarretar
em selecdo de microrganismos resistentes.

O fato de que estes microrganismos estdo
agindo como patégenos oportunistas com
distribuicdo mundial é preocupante. Além
disso, embora o Staphylococcus
pseudintermediusomumente ndo colonize
humanos, existem relatos de transmisséo
interespécies, principalmente naqueles que
tém relagdo proxima com caes (Bannoehr e
Guardabassi, 2012), o que eleva a gravidade
da sua capacidade de transmissdo, sendo
necessarios melhores estudos sobre este
assunto.

Com relagcéo a susceptibilidade
antimicrobiana, foi observada uma elevada
frequéncia de cepas resistentes, sendo
81,5% das amostras resistentes a pelo
menos um antimicrobiano.
Multirresisténcia  foi frequentemente
observada, sendo que 57 amostras (70,4%)
apresentaram-se resistentes a duas ou mais
drogas. Apenas 18,5% (15 amostras)
mostraram-se sensiveis a todos os agentes
antimicrobianos e 11,1% (9 amostras)
foram resistentes a apenas um
antimicrobiano. Apenas 5 amostras (6,2%)
apresentaram-se resistentes a todos o0s
antimicrobianos. A maior resisténcia
ocorreu com a penicilina G (66,7%) e o
antimicrobiano mais efetivo foi a amicacina
com apenas 4 amostras resistentes (Tab.2).

Tabela 2. — Taxa de resisténcia estafilocécicaaatimicrobianos

Droga Isolados % P-value
AMINOGLICOSIDEOS

Amicacina 7 8,6% < 0,0001
Estreptomicina 24 29,6% <0,0001
Gentamicina 17 21,0% < 0,0001
Neomicina 39 48,1% < 0,0001
BETA-LACTAMICOS

Amoxicilia+acido clavulanico 19 23,5% < 0,0001
Cefalexina 17 21,0% < 0,0001
Oxacilina 29 35,8% < 0,0001
Penicilina G 54 66,7% < 0,0001
FENICOIS

Cloranfenicol 24 29,6% < 0,0001
QUINOLONAS

Enrofloxacino 34 42,0% < 0,0001
SULFONAMIDAS

Trimetoprim-sulfametoxazol 43 53,1% < 0,0001
OUTROS

Tetraciclina 39 48,1% < 0,0001
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Os aminoglicosideos foram o0s que
apresentaram melhor atividade. Todos
representantes deste grupo, com excecéao da
neomicina, obtiveram mais de 70% de
efetividade. O fato de a neomicina ser

efetiva contra apenas 51,9% dos
microrganismos estudados, gera
preocupagdo, j& que este € um

antimicrobiano utilizado em grande parte
das formulagdes otologicas comerciais.

Ja em 2000, Lilenbaum et al. apontavam
diminuicdo na taxa de susceptibilidade a
gentamicina, que é amplamente utilizada
em casos de otite. Rycroft e Saben (1977)
encontraram resisténcia em apenas uma
cepa deStaphylococcusle um total de 99

amostras. Em 1998, Cole et al. observaram

96% de susceptibilidade. No presente
estudo, foram encontrados 79%, o0 que
confirma a afirmacdo anterior. Bugden

(2013) também encontrou pequenas taxas
de resisténcia do SIG a gentamicina,
contrariando o que tem sido reportado pelos
outros autores. O autor associa tal fato as

diferencas geograficas no uso de
determinados antimicrobianos, pois o0s
demais estudos foram realizados na

América do Norte e Europa, onde a
gentamicina € amplamente usada e o seu
estudo realizado na Austrdlia, onde o
antimicrobiano mais utiizado é o

enrofloxacino.

Do grupo dosp-lactdmicos, a cefalexina
teve o melhor desempenho, com eficacia
contra 79% das bactérias, seguida pela
amoxicilina+&cido clavulanico, que agiu em
76,5%. A penicilina G apresentou a menor
atividade antibacteriana, atingindo menos
de 35% dos microrganismos. A oxacilina,
antibiético usado na avaliagdo da
resisténcia a outrdd-lactamicos, foi eficaz
em quase 65% das amostras, resultado
semelhante ao encontrado por Oliveira et al.
(2005) que foi de 66,7% de
susceptibilidade, mas maior do que os
29,1% encontrado por Sanchez et al. (2011)
e menor do que o encontrado por Penna et
al. (2009) que foi de 80,5%.

Dos antimicrobianos né&@-lactamicos, os
maiores indices de resisténcia foram
encontrados na trimetoprim-sulfametoxazol
(53,1%), neomicina (48,1%), tetraciclina
(48,1%) e enrofloxacino (42,0)%.

Das 29 amostras resistentes a oxacilina
(35,8%), 20 (67%) eram portadoras do gene
mecA (P<0,0391), as demais amostras,
possuiam 0 gene, mas nao expressaram
resisténcia a oxacilina nos testes de
susceptibilidade a antimicrobianos (Tab.3).

Tabela 3 — Distribui¢cao da resisténcia a oxac#im genenecA

Resisténcia a
oxacilina

Microrganismo

mecA/resisténcia
a oxacilina

GenemecA

S. epidermidis 4/5 (80,0%)
S. haemolyticus 1/2 (50,0%%)
SIG 17/44 (38,6%)

S. schieiferi subsp.coagulans
S. schleiferi subsp.schleiferi

6/25 (24,0%)
1/5 (20%)

2/5 (66,7%)
1/2 (50,0%)
12/44 (27,3%)
4125 (16,0%)
1/5 (20%)

2/4 (50%)
1/1 (100%)
7/17 (41,2%)
1/6 (16,7%)
0/1 (0,0%)

Total 29/81 (35,8%)

20/29 (67%) 11/29 (37,9%)

A relacdo entre presenca do genecAe
resisténcia a oxacilina ndo esta bem
esclarecida, havendo uma  grande
divergéncia entre os trabalhos realizados.
Coelho et al. (2007) detectaram o gene em
12 das 24 amostras de pele de cdes com
piodermite resistentes a oxacilina (50%),
valor menor do que o0 encontrado neste

trabalho (67,3%). JA Bourguignon (2012)

encontrou 94,4% de expressdo génica em
amostras de piodermite, maior valor

encontrado entre trabalhos publicados. Esse
autor também encontrou microrganismos
gue tiveram omecA detectado, mas néo

expressaram a resisténcia a oxacilina,
fendbmeno que se repetiu em 9 das 29
amostras resistentes a oxacilina deste
trabalho. Kania et al. (2004) que também

32



compararam a resisténcia a oxacilina pelo
método da disco-difusdo com a presenca do
mecA em cepas de membros do SIG
coletados de cdes com piodermite
encontraram amostras sensiveis a oxacilina
e portadoras do gene. Resultados diferentes
foram relatados por Bemis et al. (2006),
Bemis et al. (2009), que detectaram a
presenca do genenecA em todas as
amostras de Staphylococcus
pseudintermediusresistentes a oxacilina

coletadas de cédes. Essas divergéncias entre

os trabalhos podem ser explicadas pelos
valores de interpretagcdo do didmetro dos
halos formados no antibiograma. Nos
relatos de presenca de 100% do gmeeA

e sensibilidade a oxacilina, o valor do
didmetro adotado foikl7mm, enquanto
naqueles em que o gene foi detectado, mas
ndo houve expressdo de resisténcia no
método de disco-difusdo, o diametro
adotado para resisténcia a oxacilina foi
<10mm.

A maioria dos trabalhos esta relacionada a
animais com piodermite, onde a incidéncia

de membros do SIG é maior do que aquela
encontrada em otite. Porém é crescente a
resisténcia a mudltiplas drogas, tanto em

membros do SIG quanto de outras espécies
de estafilococos.

4. CONCLUSOES

Nas condi¢Oes experimentais adotadas neste

estudo, pode-se concluir que:

Estafilococos coagulase-positiva  estédo
presentes em 85,2% dos casos de otite
externa bacteriana.

Os membros do SIG encontrados em
ouvido externo de cées otopatas sdo todos
da espéci&. pseudintermedius

A frequéncia deS. pseudintermediuem
casos de otite externa € elevada (54%),
sendo este o microrganismo mais isolado.

A frequéncia de S. schleiferi subsp.
coagulanstambém é elevada (30,9%) em
casos de otite externa canina.

A resisténcia deStaphylococcusspp. a
oxacilina é de 35,8%.

A presengca do genenecA tem elevada
correlacdo com a resisténcia a oxacilina.

A multirresisténcia a antimicrobianos de
Staphylococcuspp. é elevada.
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