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“There is probably no chemotherapeutic drug to which in suitable circumstances the bacteria cannot react
by some way acquiring resistance”
(Alexander Fleming, 1946)

“Todas as vitérias ocultam uma abdicacdo”
(Simone de Beauvoir)

“Néis capota, mais num breca”
(Seu Z¢)
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RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um problema multifatorial com implicacdes
microbioldgicas, terapéuticas, epidemioldgicas e de saide publica. O uso indiscriminado de
antimicrobianos tem contribuido substancialmente para a elevacdo da resisténcia. O uso de antissépticos
tem ganhado importancia na medicina veterinaria, desde que ndo ha evidéncias de resisténcia a estes
produtos. Esta abordagem levaria a menor favorecimento da selecdo de resisténcia da microbiota comensal.
Infec¢des causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) sdo uma preocupagio
médica constante. A ceftarolina fosamila, B-lactimico com acdo anti-MRSA, foi aprovado recentemente
para uso em humanos, com raras descricOes de resisténcia. Relatos de resisténcia a ceftarolina por
Staphylococcus pseudintermedius, principal bactéria causadora de dermatopatias em cées, sio inexistentes.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo in vitro de produtos de limpeza auricular, em microrganismos
associados a otite em cdes e avaliar a resisténcia a ceftarolina por Staphylococcus pseudintermedius
resistentes a meticilina (MRSP). Produtos de limpeza auricular a base de acido latico apresentaram
atividade antimicrobiana, assim como produtos que levam 4cido salicilico e acido bdrico apresentaram boa
capacidade de difusao in vitro. A resisténcia a ceftarolina pelo MRSP encontrada nesse trabalho foi maior
do que as descritas em MRSA.

PALAVRAS-CHAVE: MRSP, disco-difusdo, ceruminoliticos, antimicrobiano, produtos de

limpeza auricular

ABSTRACT

Bacterial resistance to antimicrobials is a multifactorial problem with microbiological, therapeutic,
epidemiological and public health implications. The indiscriminate use of antimicrobials has contributed
substantially to the increase of resistance. The use of antiseptics has gained importance in veterinary
medicine, since there is no evidence of resistance to these products. This approach would lead to lower
favoring of resistance selection of the commensal microbiota. Infections caused by methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) are a constant medical concern. Ceftaroline-fosamyl, B-lactam with anti-
MRSA action, has recently been approved for use in humans with rare resistance descriptions. Reports of
resistance to ceftarolin by Staphylococcus pseudintermedius, the main bacterium that causes
dermatopathies in dogs, are non-existent. The objective of this work was to evaluate the in vitro action of
atrial cleansing products on microorganisms associated with otitis in dogs and to evaluate the resistance to
ceftaroline by methicillin resistant Staphylococcus pseudintermedius (MRSP). Ear cleanears with lactic
acid showed antimicrobial activity, as well as salicylic acid and boric acid products showed good diffusion
capacity in vitro. The resistance to ceftaroline by MRSP found in this study was higher than those described
in MRSA.

KEY WORDS: MRSP, disk-diffusion, ceruminolytic, antimicrobial, auricular cleaning products
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INTRODUCAO GERAL

A resisténcia bacteriana € uma das atuais grandes preocupacdes da medicina e da veterinaria. A capacidade
de adaptacgdo de bactérias e leveduras tem sido um desafio cada vez maior na busca por técnicas terapéuticas
adequadas. O uso indiscriminado de antimicrobianos tem contribuido substancialmente para a elevagdo da
resisténcia (Cafarchia et al., 2005; Cain, 2013). O uso inadequado de antimicrobianos, também em ouvidos
de cdes, tem gerado cepas multirresistentes em que tratamentos comumente usados ja ndo t€m eficicia, o
que acarreta um aumento nos casos de otites cronicas e recorrentes (Bugden, 2013; Mason et al., 2013).
Otite externa é considerada a doenca de orelha mais comum em cées e gatos (Nuttall, 2016). Estima-se que
em torno de 5 a 20% dos cées apresentam otite externa (August, 1988), sendo sua prevaléncia ainda maior
em regides que apresentam clima tropical, provavelmente proxima a 30 ou 40% (Logas, 1994). Segundo
Leite (2000), as otites representam de 8 a 15% dos casos atendidos na pratica clinica veterinaria no Brasil.
Para este autor, quase 40% dos cdes com dermatopatias demonstram algum comprometimento da orelha
externa.

De acordo com Noxon (2003) a etiologia da otite externa canina inclui fatores primarios, predisponentes e
perpetuantes. Sdo considerados fatores primarios as afeccdes ou os distiirbios que iniciam o processo
inflamatério dentro do canal auditivo e compreendem: hipersensibilidade alterada, presenca de parasitas,
presenca de corpos estranhos, desordens de queratinizagdo e imunopatias.

Os fatores predisponentes facilitam a inflamacdo por meio da permissdo de um ambiente favoravel a
sobrevivéncia de fatores perpetuantes. S@o eles: conformacdo das pinas, morfologia do conduto auditivo,
umidade excessiva, efeito de tratamentos, doencas obstrutivas e doencas sistémicas (Paterson, 2009). Ainda
segundo Paterson (2009) os fatores perpetuantes sustentam e agravam o processo inflamatério e incluem
oclusdo do canal, secre¢do de fatores irritantes, alteracdes no pH do canal. Noxon (2003) considerou
também como fatores perpetuantes: infeccdo bacteriana e/ou fingica, alteragcdes progressivas no conduto
auditivo e presenca de otite média.

Sabe-se que a microbiota normal do conduto auditivo externo canino € constituida por Staphylococcus spp.,
Bacillus spp. e Malassezia pachydermatis e altera-se em otopatas (August, 1988). No cdo otopata, o
Staphylococcus intermedius, posteriormente identificado como S. pseudintermedius, € uma das principais
bactérias isoladas (Lilenbaum et al., 2000).

Os estafilococos sdo bactérias oportunistas, que podem ser isoladas das narinas, cavidade oral, 4nus, virilha
e cabeca de animais saudaveis, assim como naqueles com doencas inflamatérias de pele (Griffeth et al.,
2008).

Membros do género Staphylococcus pertencem a familia Staphylococcaceae, possuem metabolismo
anaerdbio facultativo, sdo imdveis e catalase-positivos. Sdo mesoéfilos, podendo crescer em temperaturas
entre 18 a 40°C, tém tamanhos variando de 0,5 a 1,5um de didmetro, sendo Gram positivos (Cox, 2006).
Sdo diversos os fatores de viruléncia ligados aos estafilococos, entre os mais importantes estdo a producio
de toxinas esfoliativas (Iyori et al., 2010) e a conversdo do fibrinogénio em fibrina, que protege esses
microrganismos das células fagocitarias, estando a producdo de coagulase correlacionada com sua
patogenicidade (Quinn ef al., 2011).

Atualmente, em praticamente todas as partes do mundo, os Staphylococcus spp., sejam coagulase positiva
ou coagulase negativa, mostram elevada resisténcia (acima de 60%) a penicilinas, ampicilina, amoxicilina
e carbenicilina, desse modo, para combater os estafilococos produtores de -lactamase foram criadas, nas
décadas de 1950 e 1960 as penicilinas semi-sintéticas como a oxacilina, meticilina, nafcilina e dicloxacilina,
que possuem radicais que as protegem da acdo das B-lactamases, 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 pressao seletiva dos antimicrobianos (Robinson e Enright, 2003).
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O aparecimento de Staphylococcus spp. resistentes a meticilina, tornou-se um problema clinico grave nas
ultimas décadas. Esta resisténcia é determinada pela alteracdo da enzima alvo dos antimicrobianos [-
lactdmicos. A alteracdo produz uma nova enzima com baixa afinidade pelo antibacteriano, codificada pelo
gene mecA, responsavel pela transcri¢do da proteina 2a (PB2a), que reduz a sensibilidade destas bactérias
aos antimicrobianos B-lactamicos (Weese e van Duijkeren, 2010).

Ceftarolina fosamila, um novo antimicrobiano de administragdo parenteral, indicado para o tratamento de
infec¢des complicadas de pele e tecidos moles, foi aprovado para uso em humanos em 2010 nos Estados
Unidos, em 2012 na Europa e em 2014 no Brasil. Possui amplo espectro de a¢@o, agindo sobre bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, sendo denominado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) como uma nova subclasse de antimicrobianos, as cefalosporinas com atividade anti-MRSA
(Laudano, 2011). Diferente de outros P-lactimicos, que possuem baixa afinidade com a PBP2a, estudos
tém demonstrado afinidade da ceftarolina ao dominio alostérico da PBP2a do MRSA (Kosowska-Shick et
al., 2010; Harrison et al., 2016). Nao ha registro de resisténcia a ceftarolina em estafilococos encontrados
em cdes e que também sio resistentes a meticilina/oxacilina/cefoxitina e portadores do gene mecA.

Os estafilococos resistentes a meticilina sdo considerados resistentes a outras penicilinas, penicilinas semi-
sintéticas, penicilinas resistentes a penicilinases, aztreonam, carbapenens e cefalosporinas, restando poucas
opcoes terapéuticas (Martineau et al. 2000), embora alguns estudos como os de Biek ef al. (2010) e Poon
et al. (2012) tenham mostrado a sensibilidade destes microrganismos a uma nova geragio de cefalosporinas
anti-mecA, cujo o representante, liberado para uso em humanos € a ceftarolina. O gene mecA tem origem
cromossOmica, estd localizado em um elemento genético mdvel chamado “staphylococcal cassete
chromossome mec”, porém o fendtipo de resisténcia a meticilina € determinado, ndo s6 pela expressao do
gene mecA, mas também pelos elementos genéticos proximos ao gene mecA no cromossomo, como
transposons e sequéncias de inser¢do (Maki e Murakami, 1997).

Pseudomonas aeruginosa é um patégeno oportunista e ubiquo, que causa graves infecgdes em seres
humanos e animais e estd altamente relacionada com casos de otite externa cronica em caes. Seu tratamento
€ um desafio, ja que este microrganismo desenvolve elevada resisténcia aos antimicrobianos (Meki¢ et al.
2011). Sao bacilos Gram-negativos, que medem de 0,5 a 1,0 um de largura e 1,0 a 5 pm de comprimento,
sdao aerdbios obrigatdrios, catalase e oxidase-positiva. Movimentam-se através de um ou mais flagelos
polares e crescem em agar MacConkey a 42°C, caracterizando-se pela producio de pigmentos difusiveis
(piocianina, pioverdina, piorubina, piomelanina). Suas colonias sdo grandes e achatadas, com bordas
serrilhadas e possuem odor semelhante a uva (Quinn et al., 2011; Murray et al., 2015).

Proteus spp. sdo bacilos Gram-negativos pertencentes a familia Entrerobacteriaceae, moveis com flagelos
peritriqueos, anaerdbica facultativa, possuem necessidades nutricionais simples, crescendo em meios de
culturas basicos e s@o capazes de crescer em meio MacConkey, fermentam glicose, reduzem o nitrato, sdo
catalase positiva e oxidase negativa (Oplustil ef al., 2000; Quinn et al., 2011, Murray et al., 2015).
Malassezia pachydermatis € um dos mais frequentes agentes perpetuantes da otite externa em cées e seu
tratamento, geralmente, requer longos periodos de tratamento sist€mico com cetoconazol, itraconazol
(Bond, 2010) ou miconazol (Kiss et al., 1997). E uma levedura aerdbia, ndo-fermentadora, urease-positiva,
que cresce entre 35 e 37°C (Quinn et al., 2011), que pode ser isolada a partir da pele e mucosa de diferentes
aves e mamiferos, incluindo cées e gatos. M. pachydermatis € o Ginico membro do género que cresce em
agar dextrose Sabouraud sem suplementacdo de lipideos (Quinn ef al., 2011).

Espécies de Malassezia possuem estrutura semelhante a uma capsula, que contém niveis elevados de
lipideos, que recobre e oferece protecdo a parede celular, bloqueando a exposicado das proteinas antigénicas
antifingicas (Ashbee e Bond, 2010). A elevada umidade, temperatura e presenca de acidos graxos em
ouvidos de caes, favorecem a rapida multiplicagao de M. pachydermatis. Em estudo realizado com 80 caes,
(Weiler et al., 2013) comprovaram que Malassezia sp. isoladas de ouvidos com otite eram menos
susceptiveis aos antiftingicos do tipo azdis do que aquelas que proviam de ouvidos sadios. (Masuda et al.,
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2001) mostraram que a incidéncia de otite em cdes estava mais ligada a quantidade de 4cidos graxos
excretados pelas glandulas apdcrinas do que pela anatomia dos ouvidos.

Como alternativa ao uso de antimicrobianos, o uso de antissépticos tem ganhado importincia na Medicina
Veterindria, pois ndo ha evidéncias de resisténcia bacteriana a estes produtos, o que geraria um menor
favorecimento da selecao de resisténcia da microbiota comensal.

Apesar da existéncia de outros componentes, os produtos de limpeza auricular disponiveis, sejam
comerciais ou manipulagdes, geralmente contém dois ou mais ingredientes como ceruminoliticos,
detergentes, agentes espumantes e adstringentes.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a acdo antimicrobiana in vitro de produtos de limpeza auricular
em microrganismos associados a otite e a sua capacidade de difusdo em cerimen sintético canino (CSC); e
verificar a taxa de resisténcia a ceftarolina por MRSP.
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_CAPITULOI
- REVISAO DE LITERATURA -

MECANISMOS DE ACAO DE ANTIMICROBIANOS E RESISTENCIA BACTERIANA
ANTIMICROBIAL MECHANISMS OF ACTION AND BACTERIAL RESISTANCE

INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € um problema multifatorial com implicacdes
microbiolégicas, terap€uticas, epidemioldgicas e de saidde publica. Infelizmente, a despeito do uso de
antimicrobianos, existem nas populacdes microbianas, microrganismos naturalmente resistentes e o uso de
antimicrobianos apenas seleciona esses microrganismos (Levy e Marshall, 2004), e, independentemente da
resisténcia natural, um microrganismo podera tornar-se resistente quando ha o surgimento de mutacdes nos
seus proprios genes ou se houver transferéncia de genes de resisténcia provenientes de outra bactéria
(Livermore, 2007).

No inicio dos anos 1940, quando a penicilina comecou a ser usada de forma terapé€utica, acreditou-se que
teriam fim as enfermidades causadas por bactérias. Ainda ndo era de conhecimento da comunidade
cientifica que estes microrganismos possuiam grande capacidade de desenvolver mecanismos de resisténcia
e, ja nos anos 1950, foram descobertas as primeiras estirpes de S. aureus resistente a penicilina (Daza-
Perez, 1998). Desse modo, no final dos anos 1950, para combater estafilococos resistentes, foram criadas
as penicilinas semi-sintéticas como a oxacilina, meticilina, nafcilina e dicloxacilina, que possuem radicais
que as protegem da acdo das penicilinases produzidas por estes microrganismos, ndo permitindo que o anel
B-lactamico se abra. 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 antimicrobianos (Casellas, 2011).

O aparecimento de cepas resistentes a meticilina, a partir da década de 1960, tornou-se um problema clinico
grave. Esta resisténcia € determinada pela alteracdo da enzima alvo dos antimicrobianos B-lactdmicos. A
alteracdo produz uma nova enzima com baixa afinidade pelo antimicrobiano, que reduz a sensibilidade
destas bactérias aos antimicrobianos B-lactimicos (Wesse e van Duijkeren). Embora alguns estudos tenham
mostrado a sensibilidade destes microrganismos a uma nova gerag¢do de cefalosporinas, cujo o principal
representante € o ceftarolina (Biek et al., 2010), em 2014 ja comecam os relatos de alta resisténcia destes
microrganismos a essa nova medicacdo (Long ef al., 2014). Atualmente, em praticamente todas as partes
do mundo, os Staphylococcus spp. mostram resisténcia, acima de 60% a penicilina G, penicilina V,
ampicilina, amoxicilina e carbenicilina

Em 2006, foi publicado um trabalho onde uma colecdo de bactérias do género Streptomyces, provenientes
do solo, eram resistentes a diversos antimicrobianos, entre eles a daptomicina, quinupristina-dalfopristina
e telitromicina, todos agentes liberados para utilizacdo pela Food and Drud Administration (FDA), dos
Estados Unidos, na década anterior (D’Costa et al, 2006).

Desde a criacdo dos primeiros antimicrobianos, a pressdo seletiva por diferentes farmacos continuou ao
longo das décadas e os microrganismos passaram a desenvolver diferentes mecanismos de resisténcia,
levando populacdes inteiras a apresentar resisténcia a multiplas drogas. Alguns dos organismos mais
problematicos, atualmente, além do MRSA, incluem Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Escherichia coli, Klebsiela pneumoniae com B-lactamases de espectro estendido, enterococos resistentes a
vancomicina e MRSA resistentes a vancomicina (Alekshun e Levy, 2007).
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Os mecanismos de resisténcia bacteriana parecem ser inesgotaveis, com infindaveis possibilidades de novas
mutacgdes ou formas de transferéncia de resisténcia, causando uma crise na inddstria farmacéutica, que tem
sua capacidade de introduzir novas medica¢des diminuida, j& que h4d um alto custo nas pesquisas que
necessitam ser realizadas com uma escassa recuperacio dos gastos (Casellas, 2011).

O uso de medicagdes sistémicas em otite é, frequentemente, associado a baixa eficacia devido a inadequada
penetracdo destes firmacos no limen do canal auditivo. Além disso, medicagdes topicas, em sua maioria,
associam agentes antimicrobianos, antifiingicos e glicocorticoides em suas formulacdes, aumentando a
pressdo seletiva e facilitando o surgimento de cepas multirresistentes (Guardabassi et al., 2010).

O uso de antissépticos como terapéutica alternativa na eliminacdo de bactérias multirresistentes a
antimicrobianos tem ganhado importincia na Medicina Veterindria, desde que ndo ha evidéncias de
resisténcia a estes produtos. Esta abordagem levaria a menor favorecimento da sele¢do de resisténcia da
microbiota comensal (Banovic ef al., 2013). Outra vantagem do uso de produtos de limpeza auricular seria
o fato de ndo virem acompanhados de outros produtos que podem causar reagdes adversas, como
corticoides, podendo ser usados como importante ferramenta no tratamento de otites, uma vez que,
possivelmente poderiam diminuir o uso da antibioticoterapia (Mason et al., 2013).

Stahl ef al. (2013) fizeram estudo detalhado da composicdo do cerimen canino e desenvolveram um
cerimen sintético canino que possibilitou a avaliagdo da capacidade de difusdo de produtos comerciais
destinados a limpeza do pavilhdo auricular e ao tratamento da otite. Existem também diversos estudos que
avaliam a a¢@o de produto de limpeza auricular em cdes com otite (Guardabassi et al., 2010; Mason ef al.,
2013).

REVISAO DE LITERATURA
1. Mecanismo de acio dos antimicrobianos

Um mesmo microrganismo pode desenvolver varios mecanismos de resisténcia a um ou multiplos
antimicrobianos e, da mesma maneira, um fiarmaco pode ser inativado por diferentes mecanismos de
espécies bacterianas diferentes, motivo pelo qual o estudo da resisténcia aos antimicrobianos torna-se
complexo (Daza-Perez, 1998).

1.1 Antimicrobianos que agem na parede celular e na membrana celular

Para que um antimicrobiano possa exercer sua ac¢io inibindo ou destruindo um microrganismo, ele deve
atravessar a parede e a membrana celular da bactéria e entdo fixar-se ao seu alvo (Daza-Perez, 1998). A
sintese da parede celular bacteriana envolve uma via metabélica complexa, onde precursores localizados
no citoplasma sao ligados enzimaticamente antes de serem transportados para a parede externa (Bush,
2012). A agdo farmacoldgica dos antimicrobianos interfere na sintese de peptideoglicano que € responsavel
por manter a integridade da parede celular da bactéria (Soares ef al., 2012). Também € através da parede
celular que ocorre a difusdo ndo-especifica de solutos hidrofilicos, geralmente através de porinas (Nikaido,
2003).

1.1.1. B-lactamicos

Penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, inibidores de [-lactamases e monobactamicos sdo
antimicrobianos que agem na parede celular das bactérias (Lima et al, 2013).
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Conhecidas por seu amplo espectro de acdo, eficacia comprovada e perfil de seguranca favorivel, as
cefalosporinas sdo a classe de antimicrobianos mais prescrita no mundo (Daza-Perez, 1998, Bassetti, 2013).
As bactérias desenvolvem pelo menos trés mecanismos de resisténcia que sao independentes, mas podem
agir sinergicamente contra -lactdmicos: alteracdo das enzimas-alvo, alteracdo da membrana externa e
producdo de enzimas que inativam o firmaco (B-lactamases). A modificacdo da membrana externa, quando
¢ o unico mecanismo de resisténcia utilizado pela bactéria, ndo tem importancia, porém, quando associado
com a producdo de -lactamases pode ser decisiva, principalmente em Gram-negativos (Daza-Perez, 1998),
pois nestas bactérias, o antimicrobiano precisa penetrar através das porinas presentes na membrana celular
externa e ligar-se a receptores proteicos bacterianos designados por PBPs ou transpeptidases e conseguir
inativa-las, impedindo assim a etapa final da sintese da parede celular, o que ocorre com maior facilidade
em bactérias Gram-positivas, ja que o polimero de peptideoglicano encontra-se mais proximo a superficie,
permitindo a liga¢do do antimicrobiano as PBPs mais facilmente (Soares et al, 2012).

1.1.2. Peptideos

1.1.2.1.Glicopeptideos

As micobactérias, os fungos e as bactérias Gram-negativas sdo resistentes aos aminoglicosideos devido a
incapacidade destes fAirmacos atravessarem a parede celular microbiana e assim chegarem ao sitio de acdo
(Daza-Perez, 1998). Glicopeptideos isolados a partir de bactérias, incluindo a vancomicina e teicoplanina,
tém papel importante no tratamento de infeccdes graves causadas, principalmente, por bactérias Gram-
positivas (Lima et al.,2013). A teicoplanina e a vancomicina ligam-se a por¢ao terminal D-alanil-D-alanina
nas cadeias peptidicas do peptideoglicano impedindo a formacdo de pontes entre estas cadeias (Soares et
al., 2012). O surgimento e propagacdo da resisténcia bacteriana tém estimulado o desenvolvimento de
novos analogos destes glicopeptideos com propriedades antimicrobianas mais eficazes (Lima et al., 2013).
O mecanismo de a¢do proposto envolve justamente a inibi¢cdo da sintese do peptideoglicano, que afeta a
sintese da parede celular, provocando modificacdes na pressdo osmética, tornando a célula bacteriana
susceptivel a lise (Kahne er al., 2005).

1.1.2.2.Peptideos nao-ribossomais

Classe representada pela bacitracina, gramicidina e polimixina B, sdo drogas que afetam a permeabilidade
da membrana bacteriana por facilitarem o movimento descontrolado de ions através dela (Walsh, 2003). A
bacitracina, utilizada exclusivamente em aplicagdes topicas, inibe a desfosforilagdo do transportador
pirofosfato C-55-isoprenil pela fosfatases da membrana citoplasmética bacteriana, inibindo o transporte do
peptideoglicano (Kahne et al., 2005).

1.1.2.3.Lipopeptideo

A daptomicina é um lipopeptideo ciclico com mecanismo de acdo que envolve, principalmente, a interacio
com fosfolipideos da membrana citoplasmatica na presenca de ions de calcio, causando extravasamento de
fons de potéssio para o meio extracelular e destrui¢do da parede celular bacteriana (Silveira ef al., 2006).
Também age bloqueando a sintese do 4cido lipoteicoico, componente da membrana externa de bactérias
Gram-positivas (von Nussbaum et al., 2006).
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1.2. Antimicrobianos que agem na inibicio da sintese proteica
O ribossomo é o destino de diversos antimicrobianos, entre eles, aminoglicosideos, tetraciclinas e
macrolideos, que interferem em processos essenciais da sintese de proteinas (von Nussbaum ef al., 2006).

1.2.1. Tetraciclinas

Tetraciclinas possuem propriedades, tais como amplo espectro de a¢do, baixa toxicidade e baixo custo, que
favoreceram o seu uso indiscriminado, principalmente entre as décadas de 1950 e 1970, e,
consequentemente, um aumento significativo da resisténcia bacteriana a essas drogas (Pereira-Maia et al.,
2010). O mecanismo de a¢do das tetraciclinas envolve a ligacdo reversivel a subunidade 30S do ribossomo
bacteriano, o que impede a ligacdo do aminoacil-t-RNA no sitio A do ribossomo e a adi¢do de aminoécidos,
o que impede a sintese proteica (Shlaes, 2006).

1.2.2. Aminoglicosideos

Os mais utilizados representantes dessa classe de antimicrobianos sdo a amicacina, estreptomicina,
gentamicina, neomicina e tobramicina, que ligam-se a parede celular bacteriana e, através de processo
dependente de energia, sao transportados para o citoplasma, onde ligam-se a fragao 30S do RNAr, causando
uma leitura errada do RNAm, o que produz uma sequéncia alterada de proteinas codificadas que interfere
na permeabilidade da membrana, causando desequilibrio eletrolitico e lise bacteriana (Kotra ef al., 2000).

1.2.3. Cloranfenicol

O cloranfenicol, antimicrobiano com efeito bacteriosttico e bactericida, exerce sua atividade ligando-se a
subunidade 50S do ribossomo e parece inibir 0 movimento dos ribossomos ao longo do RNAm pela inibicio
da peptidilltransferase, sua acdo também impede a ligagdo do RN At com consequente ndo codificagdo de
novos aminoacidos necessarios a sintese proteica (von Nussbaum et al., 2006).

1.2.4. Macrolideos
Os macrolideos, representados por azitromicina, claritromicina e eritromicina, sdo agentes bacteriostiticos

que agem ligando-se ao RNAr 23S da subunidade 50S, interferindo assim nas reacdes de transpeptidacado e
translocacio, bloqueando a biossintese de proteinas bacterianas (von Nussbaum et al., 2006).

1.2.5. Licosamidas
A clindamicina, principal representante das licosamidas, liga-se a subunidade 50S do ribossomo impedindo

a elongacdo das proteinas. Também age alterando a superficie bacteriana, facilitando a opsonizacio,
fagocitose e destrui¢o intracelular das bactérias (Tenson et al., 2003).
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1.2.6. Oxazolidinonas

Representado pela linezolida, essa classe de antimicrobianos difere dos restantes inibidores proteicos que
agem diretamente no processo de traducdo, pois ela liga-se a subunidade 50S ribossomal, impedindo a sua
unido com a subunidade 30S e consequentemente a formagdo do ribossomo 70S, essencial para a sintese
proteica (Bozdogan e Appelbaum, 2004).

1.3. Inibidores da sintese do acido nucleico

1.3.1. Quinolonas

O ciprofloxacino € o principal representante dessa classe, e também o enrofloxacino largamente utilizado
em veterindria. As quinolonas agem inibindo a topoisomerase IV de bactérias Gram-positivas e a
topoisomerase 11, também chamada de DNA-girase, em bactérias Gram-negativas, enzimas essenciais a
replicacdo e transcricdo do DNA bacteriano, o que impede o super-enovelamento negativo do DNA. Sem
o super-enrolamento, ndo hé separacdo das cadeias do DNA, o que inibe a transcricdo e a sintese proteica
(Alekshun e Levy, 2007).

1.3.2. Rifampicina

A rifampicina, utilizada clinicamente como parte da combinacdo de fdrmacos para o tratamento da
tuberculose, liga-se a subunidade B da RNA polimerase, impedindo a transcricdo do RNAm e consequente
sintese de proteinas (Alekshun e Levy, 2007).

1.4. Inibidores de processos metabdlicos

1.4.1. Sulfonamidas

O sulfametoxazol associado com o trimetoprim € o antimicrobiano mais amplamente utilizado dessa classe.
Cada uma dessas drogas causa o bloqueio de uma etapa do metabolismo do 4acido f6lico, o sulfametoxazol
bloqueia a enzima di-hidropteroatosintetase, presente somente em bactérias, e o trimetoprim inibe a di-
hidrofolatoredutase, ambas enzimas atuam na via de biossintese de um importante cofator que fornece
carbono para a sintese de bases pirimidinicas constituintes dos 4cidos nucleicos (Walsh, 2003).

2. Definicao de resisténcia

De uma maneira prética, a resisténcia ocorre quando o crescimento bacteriano s6 pode ser inibido em
concentragdes superiores as quais o antimicrobiano é capaz de alcancar no sitio da infeccido (Daza-Perez,
1998).

A resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos € definida através de técnicas baseadas em
antibiogramas, sendo estabelecida de forma quantitativa a atividade in vitro dos antimicrobianos. Estas
técnicas permitem que seja definida a concentragdo minima inibitdria (CMI), que € a quantidade necessaria
de determinado antimicrobiano capaz de inibir o crescimento, in vitro, de 10° bactérias/mL. A resisténcia
também pode ser definida através da medicdo de halos inibitérios formados por discos impregnados com
antimicrobiano em um cultivo bacteriano em meio sélido. Comités como o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) nos Estados Unidos e o European Committee on Antimicrobial Susceptibility
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Testing (EUCAST) na Europa, vém definindo pontos de corte, dividindo em categorias clinicas
(susceptivel, intermediério e resistente) a resposta ao antibiograma, que predizem a possibilidade de &xito
ou fracasso no uso de determinado antimicrobiano (Martinez-Martinez e Calvo, 2010).

Alguns estudos tém demonstrado que é maior a predicao de fracasso para cepas resistentes do que a predicao

de éxito para cepas susceptiveis (Martinez-Martinez e Calvo, 2010).
2.1. Mecanismos de resisténcia

Bactérias podem manifestar resisténcia a antimicrobianos através de uma variedade de mecanismos.
Algumas espécies de microrganismos sdo naturalmente resistentes a todos os membros de uma classe de
antimicrobianos. De maior preocupacdo, sdo os casos de resisténcia adquirida, onde populacSes
inicialmente susceptiveis de bactérias tornam-se resistentes a um agente bacteriano e proliferam sob a
pressao seletiva do uso desse agente (Tenover, 2006).

Mecanismos intrinsecos sdo encontrados naturalmente no cromossomo do microrganismo, tais como a
AmpCp-lactamase de bactérias Gram-negativas e alguns sistemas de efluxo de multi-resisténcia a farmacos
(Alekshun e Levy, 2007). Mecanismos adquiridos envolvem mutacdes em genes que sdo alvos dos
antimicrobianos. Este material genético mutante € transferido para outro microrganismo do mesmo género
(Levy e Marshall, 2004) ou entre géneros diferentes, incluindo a transferéncia entre microrganismos
evolutivamente distantes como bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Courvalin, 1994), através de
plasmideos, bacteriéfagos, transposons ou outro material genético mével (Alekshun e Levy, 2007).

2.1.1. Causas genéticas

O processo de replicagdo do DNA ndo é completamente conhecido. Em média, uma mutacdo em um gene
em particular, ocorre em cerca de uma a cada 1x10® bactérias de uma populagdo, se 0 gene proporciona
uma vantagem competitiva em termos de sobrevivéncia, quando existe a acdo de um agente antimicrobiano,
a populagcdo sem o gene mutante e, portanto, susceptivel, morre ou € inibida, enquanto a populagdo que
contém o gene mutante sobrevive, substituindo a populacio original. Este € o principio basico da selecdo
de bactérias por antimicrobianos (Martinez-Martinez e Calvo, 2010).

Sdo conhecidos trés mecanismos basicos de transferéncia de genes de resisténcia: transformag¢do, quando
microrganismos incorporam segmentos de DNA estrangeiro ao seu cromossomo; transdugdo, quando genes
sao transferidos através de um bacteridfago; e conjugacdo, que € o meio mais importante, devido a sua
frequéncia e consequéncias epidemioldgicas (Alekshun e Levy, 2007). A conjugacdo depende da aquisicao,
por uma bactéria susceptivel, de um ou mais plasmideos que contém genes de resisténcia. Plasmideos
conjugativos contém genes responsiveis pelas codificacdes de proteinas que permitem a sua transferéncia
entre bactérias, sendo ou nao da mesma espécie. Os plasmideos podem se disseminar por outros elementos
genéticos como transposons € integrons, ou integrar-se ao cromossomo da bactéria receptora e assim
assegurar sua estabilidade (Martinez-Martinez e Calvo, 2010). Através de mecanismos de troca genética e
mutacdes, bactérias susceptiveis podem tornar-se resistentes a varias classes de antimicrobianos (Alekshun
e Levy, 2007).

Mutacdes espontianeas podem causar resisténcia regulando a produgdo de enzimas que inativam o agente
antimicrobiano; alterando um canal de proteina que € requerido para a entrada do agente antimicrobiano na
célula; através de bombas de efluxo que expulsam o antimicrobiano da célula; alterando o alvo ao qual se
liga o agente antimicrobiano, causando uma modificacdo ou eliminando o local de liga¢do (Daza-Perez,
1998; Tenover, 2006).
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2.1.2. Alteracao enzimatica

Existem dois tipos de enzimas que causam alteracdo em agentes antimicrobianos, aquelas que degradam os
antimicrobianos, como as [-lactamases; e aquelas que realizam transformacdes quimicas nos
antimicrobianos, inativando-os. Entre estas estdo enzimas que inativam aminoglicosideos, macrolideos,
cloranfenicol e tetraciclinas (Daza-Perez, 1998, Alekshun e Levy, 2007).

Muitos microrganismos, em especial os Gram-negativos, possuem genes intrinsecos que codificam enzimas
do tipo B-lactamases e sua quantidade e sua natureza influenciam no fenétipo de resisténcia. Enzimas como
as cefamicinases tipo AmpC e carbapenemases sdo capazes de hidrolisar a grande maioria dos
antimicrobianos B-lactamicos atualmente disponiveis (Martinez-Martinez e Calvo, 2010).

Enzimas que inativam aminoglicosideos sdo o principal mecanismo de resisténcia bacteriana contra estes
antimicrobianos. Dezenas de enzimas deste tipo interferem em processos de O-fosforilizagdo, N-acetilacao
e O-nucleotidilacdo e, ao modificar a estrutura do aminoglicosideo geram um novo composto incapaz de
inibir o microrganismo (Kotra et al., 2000).

2.1.3. Permeabilidade da membrana

A membrana externa da parede celular de bactérias Gram-negativas é uma barreira para ambos os
compostos, hidrofobicos e hidrofilicos. A fim de contornar esta barreira de permeabilidade, estes
microrganismos desenvolveram proteinas do tipo porina que funcionam como entrada e saida inespecifica
para antimicrobianos e outras moléculas pequenas de produtos quimicos e orgdnicos. Mutacdes que
diminuem a expressdo da porina contribuem para a resisténcia aos antimicrobianos (Alekshun e Levy,
2007).

2.1.4. Sistemas de efluxo

Historicamente, pensava-se que a membrana celular de bactérias Gram-negativas afetava a sensibilidade
aos antimicrobianos por ndo deixar que estes penetrassem na célula. Porém, estudos mais recentes, t€ém
mostrado que a maioria dos agentes antimicrobianos penetram estes microrganismos, mas nao conseguem
chegar ao alvo intracelular, pois sdo expulsas da bactéria através de sistemas de efluxo (Li e Nikaido, 2004).
Os microrganismos possuem proteinas de expulsdo que situam-se na membrana celular e que, mediante
consumo de energia, eliminam para o meio externo os antimicrobianos que penetraram na célula. Estes
sistemas geralmente sdo formados por uma proteina que atua como um canal por onde o antimicrobiano é
expulso e outra que age como acopladora (Martinez-Martinez e Calvo, 2010).

O sistema de efluxo foi descrito a primeira vez como um mecanismo de resisténcia as tetraciclinas por
McMurry e colaboradores em 1980 (Alekshun e Levy, 2007). A maioria das proteinas de efluxo de farmacos
pertence a cinco familias de proteinas; duas superfamilias: Cassete de Ligacdo ao ATP (CLA) e Facilitador
Maior (FM); e trés pequenas familias: Composto de Extrusdo de Multidrogas e T6xicos (CEMT); Pequena
Resisténcia Multidrogas (PRM) e Divisdo de Células de Nodulo-Resisténcia (DNR) (Li e Nikaido, 2004).
Efluxo através de unidades de hidrélise de ATP, que ocorre em proteinas da familia CLA, sdo chamadas de
transporte primario. Efluxo de proteinas nas familias DNR, FM, PME e CEMT ocorrem pela impulsdo da
forca motriz de prétons e é chamado de transporte secundario (Alekshun e Levy, 2007).

Alguns sistemas eliminam somente um tipo de substrato, como por exemplo, as tetraciclinas. Outros,
denominados genericamente de bombas de expulsdo multidrogas, podem expulsar diversos tipos de
substratos e sdo mais relevantes na clinica (Martinez-Martinez e Calvo, 2010).
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Os sistemas de efluxo sozinhos causam moderado aumento da resisténcia, porém a expressao de miltiplas
bombas de expulsdo ou a sua associagdo com outros mecanismos em uma mesma bactéria pode aumentar
consideravelmente seu nivel de resisténcia antimicrobiana (Martinez-Martinez e Calvo, 2010).

2.1.5. Alteracao do alvo

Constituintes da parede celular, ribossomos e proteinas tém sua estrutura modificada a partir de genes que
os expressam, fazendo com que o alvo ndo seja reconhecido pelo farmaco, diminuindo a sua poténcia
(Silveira et al., 2006).

Alteracdes no sitio de ligacdo dos antimicrobianos sdo relevantes tanto em bactérias Gram-positivas quanto
em Gram-negativas, sendo hoje, a resisténcia a meticilina encontrada em MRSA uma das principais, se ndo
a mais importante, causa mundial de problemas com resisténcia bacteriana (Martinez-Martinez e Calvo,
2010). A resisténcia é transmitida pelo gene mecA, que tem origem cromossomica e esta localizado em um
elemento genético mével, o staphylococcal chromossome cassete mec (SCCm), que € responsavel pela
alteracdo na codificacdo da proteina de ligacdo a penicilina (PBP2a) (Cain, 2013). A producdo dessa
alteracdo na PBP2a confere resisténcia a outros derivados pB-lactaimicos (Weese e van Duijkeren, 2010).

O mais estudado mecanismo de resisténcia a quinolonas em isolados clinicos s@o as alteracdes da DNA-
girase e da topoisomerase IV (Martinez-Martinez e Calvo, 2010). Essas alteragcdes sdo consequéncia de
mutacdes na regido determinante de resisténcia a quinolonas de genes cromossdmicos que codificam essas
topoisomerases do tipo II (gyrA, gyrB, parC e parE) para o tipo IV em bactérias como Neisseria
gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae e Salmonela spp. (26). O efeito desse tipo de resisténcia especifica
€ acumulativo, ou seja, apenas uma muta¢do causa baixa resisténcia, o aumento do niimero dessas mutagdes
causa incremento de forma sequencial no nivel de resisténcia (Martinez-Martinez e Calvo, 2010).

Os mecanismos de resisténcia bacteriana estdo representados na Figura 1.

2.2. Novos farmacos

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos vem crescendo dia apds dia tanto na comunidade quanto no
ambiente hospitalar, apesar disso, somente trés novas classes de antibacterianos foram introduzidas no
mercado humano desde 2000 (Bassetti et al., 2013), e somente dois antimicrobianos aprovados pela FDA
possuem mecanismo de a¢do diferente daqueles que sao desenvolvidos desde a década de 1930 (Quadro 1),
a oxazolidinonalinezolida e o lipopeptideodaptomicina (Candel-Gonzalez, 2012).
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Figura 1: Esquema dos mecanismos de resisténcia bacteriana. Fonte: anvisa.org.br

Quadro 1. Ano de lancamento das classes de antibacterianos para terapia humana

Ano Classe Alvo Exemplo

1935 Sulfonamida Acido félico Sulfametaxazol
1940 B-lactdmicos Parede celular Penicilina G
1949 Policetideos Biossintese proteica Tetraciclina
1949 Fenilpropanoides Biossintese proteica Cloranfenicol
1950 Aminoglicosideos Biossintese proteica Tobramicina
1952 Macrolideos Biossintese proteica Eritromicina
1958 Glicopeptideos Parede celular Vancomicina
1962 Quinolonas Replicacdo do DNA Ciprofloxacino
1962 Estreptograminas Biossintese proteica Pristinamicina
2000 Oxazolidinonas Biossintese proteica Linezolida
2003 Lipopetideos Membrana bacteriana Daptomicina

Adaptado: von Nussbaum et al. (2006)

Duas novas cefalosporinas com atividade Gram-positiva expandida, ceftarolina-fosamil e ceftobiprol, a
segunda ainda ndo liberada para utilizacdo em humanos, sao as mais novos farmacos com acao anti-MRSA
e anti-S. aureus resistente a vancomicina (VRSA), e, assim como outros B-lactimicos, agem ligando-se a
PBP na parede celular bacteriana, porém sua atividade € atribuida a habilidade de ligar-se também a PBP2a,
proteina modificada pela acdo do gene mecA (Bassetti ef al., 2013).

A telavancina, um derivado lipoglicopeptideo da vancomicina, possui rapida atividade bactericida e
muiltiplos mecanismos de acdo, exibindo potente acdo in vitro contra bactérias Gram-positivas de grande
importancia clinica, inclusive contra MRSA, acfo essa atribuida a adi¢do de um grupo hidrofilico a cadeia
hidrofébica, o que aumenta a atividade contra isolados com reduzida susceptibilidade glicopeptidica
(Mendes et al., 2010).

Numerosas agéncias e sociedades profissionais tem tentado chamar atencdo para a falta de novos
antimicrobianos e, recentemente, a Infectious Deseases Society of America aprovou um programa para o
desenvolvimento de novos firmacos antibacterianas (Quadro 2), seja através da descoberta de novas classes
ou de novas moléculas em classes antimicrobianas ja existentes (Policy, 2010).
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Quadro 2: Novos antimicrobianos aprovados e/ou em desenvolvimento

Droga Classe Espectro de acéo Fase de desenvolvimento

Besifloxacino Quinolona Gram-positivo e Aprovado pela FDA
Gram-negativo

Ceftarolina fosamila Cefalosporina Gram-positivo Aprovado pela FDA

Ceftazidima + Cefalosporinas+inibidor de P. aeruginosa Aprovado pela FDA

Avibactam B-lactamase multirresistente e
enterobactérias

Ceftobiprole Cefalosporinas Gram-positivo e Aprovado pela FDA
Gram-negativo

Ceftolozana + tazobactam Cefalosporinas+inibidor de Gram-negativo Aprovado pela FDA

B-lactamase

Cetromicina Cetolideo Gram-positivo e Aprovado pela FDA
Gram-negativo

Dalbavancina Glicopeptideo Gram-positivo Aprovado pela FDA

Delafloxacino Quinolona Amplo espectro, Aprovado pela FDA
incluindo MRSA

Doripenem Carbapenem Gram-negativo Aprovado pela FDA

Eravaciclina Tetraciclina Gram-negativo, II**
excluindo Pseudomonas

Acorafloxacino Quinolona Gram-positiva, I
incluindo MRSA

Relebactam Inibidor de B-lactamase Gram-negativo Aprovado pela FDA

Nemonoxacino Quinolona Gram-positivo e Aprovado pela FDA
Gram-negativo

Omadaciclina Tetraciclina Gram-positivo e I
Gram-negativo

Oritavancina Glicopeptideo Gram-positivo, Aprovado pela FDA
incluindo MRSA, VRSA

Panipenem Carbapenem Gram-positivo e Aprovado pela FDA
Gram-negativo

Plazomicina Aminoglicosideo Entebocatérias I
mulrirresistentes e
S. Aureus

Radezolida Oxazolidinona Gram-positivo Ir*

Razupenem Carbapenem Gram-positivo e II
Gram-negativo

Tebipenem-pivoxil Cabapenem Gram-positivo e I
Gram-negativo

Tedizolide fosfato Oxazolidinona Gram-positivo, incluindo Aprovado pela FDA
MRSA

Telavancina Glicopeptideo Gram-positivo Aprovado pela FDA

*Fase II: Estudo Terapéutico Piloto, primeiros estudos controlados em pequenos grupos de pacientes (100 a 200) afetados por uma
determinada enfermidade ou condi¢cdo, para demonstrar efetividade potencial da medica¢do, sua seguranca, eficécia,
biodisponibilidade e bioequivaléncia de diferentes formulagdes.

**Fase III — feita em larga escala, com diferentes populacdes de pacientes, com populacdo minima de 800. Essa fase visa o
estabelecimento do perfil terapéutico do farmaco: indicacdes, dose e via de administragdo, contra-indicagdes, efeitos colaterais,
medidas de precaugdo, basicamente, é a fase em que é formulada a bula (DeLucia et al., 2010)).

Adaptado:de Bassetti et al. (2013).
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3.  Uso racional de antimicrobianos

Mais de sete décadas se passaram desde a criagdo do primeiro antimicrobiano e, com o uso indiscriminado
dessa nova arma contra infec¢des, ndo houve demora na apresentacdo de resisténcia bacteriana, o que
acarretou a atual distribuicdo mundial de microrganismos multirresistentes.

A propagacdo de microrganismos multirresistentes implica na necessidade de desenvolvimento, a curto e
médio prazo, de novos farmacos capazes de conter o seu avanco ou na busca por terapias alternativas e,
para isso, € necessiria melhor compreensdo dos mecanismos de resisténcia bacteriana, além de educacdo
para o uso racional de antimicrobianos.

O uso inadequado de antimicrobianos, também em ouvidos de cies, tem gerado cepas multirresistentes em
que tratamentos comumente usados ji ndo tém eficicia, o que acarreta um aumento nos casos de otites
cronicas e recorrentes (Mason, 2013).

4. Producao de cerimen e otite externa

O canal externo do ouvido canino consiste de pele revestindo a cartilagem auricular. A pele que recobre o
canal externo € formada por epiderme estratificada normal e derme similar a maioria das regides do corpo,
que contém dois tipos de glandulas secretdrias, as glandulas sebiceas e as glandulas ceruminosas, que sdo
glandulas apécrinas modificadas (Scoot ef al., 2001). As glandulas sebaceas estdo localizadas na parte
superficial da derme e secretam lipidios que auxiliam na manutencdo da queratiniza¢do, na captura e
remog¢do de debris e na diminui¢do da umidade do canal do ouvido. Mucopolissacarideos e fosfolipideos
sao secretados pelas glandulas ceruminosas que estio localizadas mais profundamente na derme (Radlinsky
e Mason, 2004). A relacdo decrescente entre glandulas ceruminosas e sebaceas da por¢do proximal para a
distal, resulta em certimen 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 cerimen ¢é formado pela combinacdo da secrecdo de ambas as glandulas, sebaceas e ceruminosas.
Acredita-se que o cerimen desempenha funcdo na prote¢do do revestimento epitelial e da membrana
timpanica, prendendo debris, parasitas e microrganismos e que também contém imunoglobulinas IgA, IgG
e IgM, que contribuem para imunidade passiva local (Scoot et al., 2001).

Certo grau de producdo de certimen é normal, porém diversos fatores intrinsecos e extrinsecos, tais como
predisposicdo genética, defeitos de queratinizacdo, inflamacdo secunddria, infeccdo por Malassezia ou
bactérias e presenca de parasitas ou corpos estranhos podem resultar em aumento da produgdo de cerimen,
o que interfere na remog¢ao natural dos debris, comprometendo a limpeza auricular natural (Harvey, 2006).
Otite externa é descrita como qualquer inflamacao do canal externo do ouvido. O canal externo responde a
inflamacdo 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 cerdmen,
o que predispde o animal a infeccdes secundarias (Radlinsky e Mason, 2004). Em casos de otite cronica, as
glandulas ceruminosas dilatam-se e tornam-se 0 maior 6rgao secretor do ouvido, aumentando de tamanho
conforme o curso da doenga é prolongado (aHuang ef al., 2009).

4.1. Uso de produtos de limpeza auricular (PLA) em otite externa canina

Geralmente, ouvidos sauddveis ndo necessitam de limpeza, em que pese que a limpeza excessiva pode
causar irritacdo e predispor a infeccdes por aumentar a umidade e a maceragdo do canal externo do ouvido
(Nuttall e Cole, 2004). Sendo assim, a limpeza ¢é indicada em trés ocasides: antes do exame completo do
canal auricular externo; como parte das recomendacdes de cuidados 6ticos; e antes da administrag@o tdpica
de medicacdo contendo antimicrobianos, antiftingicos e/ou anti-inflamatérios no tratamento da otite
(Harvey, 2006). No dltimo caso, a permanéncia do cerimen no canal auditivo pode reduzir a efetividade
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do tratamento, fazendo assim com que a atividade do produto de limpeza auricular seja benéfica, pois
aumenta a o tempo de contato dos medicamentos com a pele (Stahl et al., 2013).

4.2. Tipos de preparacoes de PLA

Os PLA podem ser preparados de trés formas diferentes, com formulacdes baseadas em dgua, baseadas em
6leos e aquelas que ndo possuem nem agua nem 6leo na sua formulagdo (McCarter et al., 2007). Existem
evidéncias, em estudos in vitro, que as preparagdes com base em agua possuem atividade ceruminolitica,
enquanto aquelas com base oleosa possuem somente efeito de amaciar o cerimen (Hand e Harvey, 2004).
As preparagdes com base de dgua, geralmente possuem propriedades surfactantes e emulsificantes, que
permitem que substincias aquosas penetrem em massas oleosas, e sdo preferidas as oleosas, pois sdo
removidas mais facilmente, além de que preparacdes oleosas sdo oclusivas, o que pode potencializar
infec¢des bacterianas (Harvey, 2004).

4.3. Composicao de PLA

Embora existam outros componentes, a maioria dos PLA disponiveis comercialmente contém
ceruminoliticos, detergentes, agentes espumantes e adstringentes (Nuttall e Cole, 2004).

4.3.1. Ceruminoliticos

Ceruminoliticos sdo 6leos organicos e solventes que quebram a integridade do cerimen, dissolvendo-o
(Harvey, 2004, Nuttall e Cole, 2004). Os mais usados s@o lanolina, cocoamidopropil betaina, 6leos minerais
(Nuttall e Cole, 2004).

4.3.1.1. Lanolina

A lanolina é produzida nas glandulas sebiceas de carneiros e obtida como subproduto da limpeza da sua 13,
de onde se origina seu nome, derivado do latim /ana, que significa 14 e oleum, que significa 6leo (Parker,
1997).

Ela é composta por ésteres e poliésteres de alcoois, cuja fragdo 4cida tem cadeia carbdnica variando de C-
7 a C-40 e a fracdo alcodlica de C-14 a C-36 e 4cidos graxos, com predomindncia dos insaturados,
representados por uma proporcio elevada dos 4cidos eicosapentaenoico, linoleico e docosaexaenoico
(Riegel et al., 2007). A combinacdo final de ésteres € grande e inclui produtos liquidos ou mais fluidos, até
ésteres mais duros ou cerosos, porém os componentes mais importantes sao os hidroxi-ésteres provenientes
da combinacdo de 4cidos graxos com didis e esterdis ou de dlcoois graxos com hidroxi-acidos. Esses
hidroxi-ésteres sao responsaveis pela capacidade de absorcao de dgua da lanolina, uma das suas principais
caracteristicas e a mais utilizada na inddstria farmacéutica (Snyder, 2000). A lanolina também ¢ utilizada
na acelera¢do do processo de cicatriza¢do dérmica (Coca e Abrdo, 2008) e por sua acdo antimicrobiana
(Sagiri et al., 2013).

4.3.1.2. Cocoamidopropil betaina

A cocoamidopropril betaina, apresenta em sua molécula, carater hidréfilo proveniente do grupo betainico,
e lipdfilo resultante da cadeia carbonica do acido graxo de coco. Sendo uma betaina apresenta-se em forma
de fon interno com um atomo de nitrogénio quaternrio de carga positiva € um grupo acetato com carga
negativa, que lhe proporcionam caracteristicas de tensoativo anfétero (Parker, 1997). E obtida
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sinteticamente, pela reacdo de condensacdo do 6leo de coco ou de babagu com a dimetilpropilamina
(Borges, 2006).

A cocoamidopropril betaina € um excelente co-tensoativo, compativel com tensoativos anidnicos,
catidnicos e ndo i0nicos, favorecendo seu uso em formula¢des de xampus, produtos para banho e cremes
de limpeza (Riegel et al. 2007). Reduz a irritabilidade das formulacdes, melhora o toque, promove o
aumento da viscosidade e maior estabilidade de espuma. Compativel com quase todos os outros tensoativos
usados em formulagdes de xampus e sabonetes liquidos, tem alto poder de detergéncia, espuma e limpeza
(Brand e Delaney, 1998).

4.3.1.3.Peroxido de carbamida

Per6xido de carbamida € um aduto do peréxido de hidrogénio e ureia de forma molecular CH¢N>Os, que
também € usado em clareamento dental. Ele € utilizado como veiculo para o peroxido de hidrogénio (H20x)
que, quando em contato com umidade, libera oxigénio e dgua (Kurtulmus-Yilmaz et al., 2013). O oxigénio
gera espuma que dissolve o tampao de cera, facilitando a limpeza do canal da orelha (Marrero et al., 2017).
Em estudo com chinchilas, Nader et al. (2007) mostraram que o perdxido de hidrogénio ndo possui agio
ototoxica, porém Marrero et al. (2017), por considerar a sua ototoxicidade controversa, sugere seu uso
somente em animais que tenham sua membrana timpanica preservada numa porcentagem de até 5%.

4.3.2. Lubrificantes

Diferente dos ceruminoliticos que quebram a integridade do certimen, o lubrificante apenas o amolece e
afrouxa (Harvey, 2006). Glicerina, trietanolamina, propilenoglicol e esqualeno sdo os mais usados (Mason
etal.,2013).

4.3.2.1. Glicerina

Glicerina € o termo utilizado comercialmente para o glicerol ou propano-1,2,3-triol com pureza acima de
95%. O glicerol € um tri-alcool, ou seja, possui trés terminacdes hidroxila (OH) na molécula, que se ligam
aos acidos graxos, formando os chamados triglicerideos (Salomons e Fryhle, 2009). Além de estar presente
em Oleos e gorduras de origem vegetal e animal combinado com 4cidos graxos, o glicerol também esta
presente na membrana celular de animais e vegetais na forma de fosfolipidios (Campbell et al., 2006). E
liquido a temperatura ambiente (25°C), inodoro, higroscopico, viscoso e de sabor adocicado. Os trés grupos
hidroxilicos (OH) sdo hidrofilicos e responsaveis pela sua solubilidade em dgua, também € miscivel com
etanol (Parker, 1997; Snyder, 2000). O nome origina-se da palavra grega glykos, que significa doce (Parker,
1997).

Glicerol € um ceruminolitico efetivo, porém possui pouca atividade antimicrobiana (Mason et al., 2013).

4.3.2.2. Trietanolamina

Trietanolamina é um composto organico de férmula quimica CsH;sNOs, que € tanto uma amina terciaria
quanto um tri-dlcool (Riegel et al, 2007). Apresenta-se como liquido viscoso, amarelo pélido, com odor
amoniacal suave, solivel em agua e volatil (Parker, 1997). A trietanolamina é um agente surfactante que
lisa, emulsifica e dispersa o excesso de cerimen (Fiume ef al., 2013), porém dever ser usado com cautela,
j4 que em casos de perfuracdo timpanica, uma Unica aplicacio causou reaco inflamatdria no canal auditivo
e perda de células ciliadas externa e internas da coclea em chinchilas (Daniel et al., 2008).
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4.3.2.3. Propilenoglicol

Propilenoglicol, composto organico de férmula C3HsO,, conhecido também pelo nome sistematico propano-
1,2-diol, € um élcooldiol viscoso, de sabor amargo, inodoro e incolor, que € higroscopico e miscivel em
agua, alcoois, ésteres e cetona (Riegel ef al., 2007). Possui acdo antimicrobiana semelhante ao etanol
(Nalawade et al., 2015), além de atividade antiftingica (Lloyd et al. 1998).

Estudos realizados em porquinhos da india e chinchilas mostraram que, em contato com o ouvido médio, o
propilenoglicol causa inflamagcdo da mucosa, além de efeitos ototéxicos, como redu¢do da microfonia
coclear, granulacio tecidual do ouvido médio e destruicio e ossificacao da bula auditiva e cdclea (Morizono
et al.,1980; Vassali et al., 1988), embora em contato com a pele ilesa, a possibilidade de reacdes de
sensibilizacdo seja pequena (Lessmann et al., 2005).

4.3.2.4. Esqualeno

O esqualeno, de formula C3oHso, pertence a uma familia de antioxidantes denominados isoprendides, é um
composto organico produzido por todos os organismos superiores (Parker, 1997). Foi descoberto em 1906,
no 6leo de figado de tubardo e, em 1930, apds verificar-se que esses animais ndo desenvolviam tumores,
iniciou-se um extenso processo de pesquisa com esse composto (Riegel et al., 2007). O esqualeno também
é encontrado em secregdes sebiceas humanas, como precursor do colesterol e, além da sua sintese
enddgena, pode ser obtido através do 6leo de figado de peixe-cdo (40%), azeite (0,1 a 0,7%) e outros 6leos
vegetais como 6leo de amaranto, 6leo de gérmen de trigo e 6leo de arroz, em concentragdes inferiores a
0,03% (Snyder, 2000).

O esqualeno possui acdo emoliente, hidratante, antioxidante e antitumoral, sendo absorvido rapida e
profundamente pela pele, o que faz com que esse composto seja largamente utilizado em emulsdes lipidicas
para a incorporacao de fArmacos com pouca solubilidade (Huanga et al., 2009). Sua a¢ao antioxidante vem
da capacidade de capturar moléculas de hidrogénio da 4gua e libertar moléculas de oxigénio, fornecendo
uma quantidade adicional de oxigénio para o metabolismo celular, protegendo a membrana das células
contra o estresse oxidativo, com a neutralizacdo dos radicais livres excessivos, o esqualeno permite as
células imunes atuarem eficazmente (Kent, 2012).

O esqualeno, no entanto, em produto de limpeza auricular apresenta somente atividade ceruminolitica, ndo
sendo reportada qualquer acdo antimicrobiana (Mason et al., 2013). Parece também ser bem tolerado no
ouvido médio, nio estando associado com ototoxicidade (Marshall, 1997).

4.3.3. Detergentes

Detergentes geralmente sdo substincias anidnicas aquosas (Harvey, 2006). Estes produtos ajudam a
acelerar o processo de limpeza emulsificando debris, os quebrando e os mantendo numa solugdo. O
detergente mais comum utilizado em produto de limpeza auricular é o docusato de sédio (Nuttall e Cole,
2004).

4.3.3.1. Docusato de sodio

Dioctil sulfosuccinato de s6dio ou docusato de s6dio € um detergente anidnico sintético usado como
laxante, sendo seu mecanismo de acdo atribuido a diminui¢do da tensdo de superficie que permite a entrada
de 4dgua e gordura nas fezes, causando o seu amolecimento (McRorie et al., 1998). Suas propriedades
surfactantes também fazem do docusato um agente efetivo na dissolucdo de cerimen (Singer et al., 2000),
mas nio deve ser usado em caso de ruptura timpanica, ja que possui efeito ototdxico (Nader e Saliba, 2012).
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4.3.4. Adstringentes

Agentes adstringentes secam a superficie do canal externo do ouvido, prevenindo a maceracdo. Eles sdo
frequentemente combinados com ceruminoliticos e detergentes em produto de limpeza auricular, mas
podem ser usados separadamente em caes, apds a limpeza auricular ou profilaticamente ap6s banho ou
natacdo (Nuttal e Cole, 2004). Adstringentes comumente empregados incluem acido salicilico, acido latico,
acido malico, 4cido bérico, dcido benzodico, acido acético e dlcool isopropilico (Harvey, 2006).

4.3.4.1. Acido Salicilico

Acido salicilico é um 4cido organico, de férmula quimica C;HsOs, pertencente ao grupo dos hidroxi-acidos
(possui uma hidroxila e uma carboxila em sua estrutura). No seu estado puro é sélido, apresenta forma de
cristais brancos ou de p6 cristalino, inodoro, pouco solivel em dgua, mas solivel em solventes polares e
éter (Solomons e Fryhle, 2009). O nome salicilico vem do latim salix, que quer dizer arvore do salgueiro,
de onde foi isolado pela primeira vez (Parker, 1997).

O 4cido salicilico diminui a hiperceratinizagdo, atua no controle da glandula sebacea, diminui a proliferacao
bacteriana e o processo inflamatério local, possuindo agdo bacteriostética, fungicida e ceratolitica (Maddan
e Levitt, 2014). Conforme Borges (2006), o acido salicilico tem agdo ceratoplastica até 2%, e ceratolitica
acima de 2%, facilitando a penetracdo tdpica de outros agentes, acdo bacteriostitica e fungicida nas
concentracoes 1 a 5% e € usado na descamagdo epidérmica do conduto auditivo a 5%.

O 4cido salicilico age nos corneodesmossomos, estruturas que mantém a coesdo da pele e ndo na
organizac¢do e composicao lipidica, que é responsavel pelas propriedades de barreira. Sendo assim, o 4cido
salicilico diminui a viscosidade intercelular, fazendo com que seu efeito queratolitico ndo cause danos
graves a epiderme (Bashir et al., 2005).

4.3.4.2. Acido Latico

O 4cido latico é um acido organico de formula quimica C3HsOs, de cor cristalina, de sabor suave a
ligeiramente salino, solivel em 4gua, descoberto pelo quimico sueco Carl Wilhelm Scheele no século X VIII
através de pesquisas com o leite talhado (Parker, 1997).

A produgdo de acido latico ocorre através da fermentacdo da lactose pela bactéria Streptococcus lactis e,
industrialmente, pela fermentacio controlada de hexoses de leite, milho e melaco, também podendo ser
obtido laboratorialmente através da reacdo do etanol com uma solugio de acido sulfirico e cianeto de sédio
(Kent, 2012)

O 4cido latico também é conhecido por sua propriedade umectante, propiciando a pele maior retencdo de
agua, sendo, por esse motivo, utilizado na inddstria de cosméticos (Garcia e Leonel, 2005). Em medicina,
usa-se o acido latico como antisséptico, sendo ele capaz de causar danos a parede celular de bactérias Gram-
negativas, incluindo Escherichia coli, P. aeruginosa e Salmonella, motivo pelo qual é largamente usado
para inibir o crescimento bacteriano em alimentos (Swinney et al., 2008).

4.3.4.3. Acido malico

Membro do grupo dos 4cidos carboxilicos, o 4&cido malico é um 4cido orgénico, de formula quimica C4HsOs,
solivel em agua, de nomenclatura oficial 4cido hidroxibutenodioico, didcido, apresenta aspecto de cristais
brancos em sua forma pura, € inodoro e tem sabor fortemente azedo (Solomons e Fryhle, 2009).
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O 4cido malico foi isolado pela primeira vez em 1785 pelo quimico sueco Carl Wilhelm Scheele a partir
do suco de maca, por isso recebeu esse nome, do latim malum, que significa maca; € o dcido mais abundante
dessa fruta. E produzido industrialmente pela hidratacdo do acido maleico e dcido fumarico (Parker, 1997).
Na industria farmacéutica, esse dcido € aplicado ao tratamento de ferimentos, atuando como antisséptico e
regenerador tecidual; também é uma das fontes naturais de alfa-hidrodcidos, substincias utilizadas na
técnica do peeling (Borges, 2006), além de participar do ciclo de Krebs, segunda etapa do processo de
respiracdo celular, e, portanto, ser biodegradavel (Snyder, 2000).

4.3.4.4. Acido bérico

Conhecem-se hoje vérios acidos derivados do elemento quimico boro, conhecidos como boricos, todos
derivados do anidro bérico, porém o de maior relevancia é o H;BOs, acido boérico, acido ortobdrico ou
ortoborato de hidrogénio, que possui carater de acido fraco e apresenta-se na forma de cristais incolores ou
de p6 branco (Solomons e Fryhle, 2009).

O acido bérico ou seus sais, conhecidos como borato de sédio e borato de calcio, sio comumente usados
como antissépticos e inseticidas, existindo também estudos em que ele apresentou boa acdo contra
Malassezia sp, com significante diminui¢do da populacdo em ouvidos afetados (Mason et al., 2013).
Embora haja risco de intoxicacdo pelo boro, sua maior absor¢cdo ocorre pelo trato gastrointestinal e por
inalacdo, havendo pouca absor¢do dérmica estando a pele ilesa (Snyder, 2000).

4.3.4.5. Acido acético

O acido acético, de formula CH3COOH, oficialmente chamado de acido etanoico, € um acido carboxilico,
saturado e de cadeia aberta. E o principal ingrediente do vinagre e seu nome deriva do latim acetum, que
significa azedo (Solomons e Fryhle, 2009). O acido acético para uso industrial e em laboratérios é
comercializado na forma de 4cido acético glacial, assim chamado porque quando se solidifica apresenta-se
como cristais transparentes, semelhantes a gelo (Kent, 2012).

O 4acido acético € resultante da fermentagao do alcool etilico, principalmente pelo Acetobacter aceti e pelo
Clostridium acetobutylicum, podendo também ser produzido sinteticamente, através da carbonilacio do
metanol, o que representa, aproximadamente, 75% do acido acético utilizado na industria quimica (Snyder,
2000).

O 4cido acético glacial possui ac@o antisséptica e antipruriginosa, possuindo também acao sobre bactérias
do género Pseudomonas sp e Escherichia coli (Kent, 2012).

Acredita-se que o dlcool em sua composi¢do seja responsavel por sua agdo antimicrobiana, agindo na parede
celular, sendo mais ativo contra bactérias Gram-negativas, pois essas possuem uma camada de
peptideoglicano mais delgada em comparacdo as bactérias Gram-positivas e, consequentemente é mais
facilmente dissolvida pelo alcool (Utyama et al., 2010).

Solugdes de acido acético tém sido reportadas como seguras para o uso em lavagens do ouvido médio,
sendo que solucdes a 2% tem acdo bactericida contra Pseudomonas sp, enquanto solugdes a 5% matam
estafilococos, porém concentracdes mais altas tem potencial para causar irritacoes (Harvey, 2006).

4.3.4.6. Acido benzoico
O 4cido benzoico, C¢HsC(O)OH, € um composto aromatico classificado como acido carboxilico, sendo um

acido fraco. Seu anel aromatico é similar ao do benzeno e € o mais simples 4cido carboxilico aromatico.
Apresenta-se como um sélido cristalino incolor (Solomons e Fryhle, 2009).
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O 4cido benzoico foi descoberto no século XVI, obtido da destilacio seca da goma de benjoim,
primeiramente foi descrita por Nostradamus em 1556, e posteriormente por Aleixo Pedemontanus em 1560
e Blaise de Vigenére em 1596 (Parker, 1997).

Em 1875, Salkowski descobriu capacidade antiftingica do 4cido benzoico, que foi usado por longo periodo
na preservacdo de amora-branca-silvestre (Parker, 1997). Pela sua propriedade antimicrobiana, o acido
benzoico é muito utilizado pela industria alimenticia para conservacdo e pela indudstria farmacéutica na
producdo de cosméticos e medicamentos, principalmente de antifiingicos (Snyder, 2000).

4.3.4.7. Alcool isopropilico

Alcool isopropilico, isopropanol ou propan-2-ol, é um dlcool com uma cadeia de trés carbonos e uma
hidroxila ligada ao carbono secundario (Solomons e Fryhle, 2009). E representado pela férmula C3HzO,
sendo o mais simples exemplo de um alcool secundério (Parker, 1997, Solomons e Fryhle, 2009). O alcool
isopropilico € um liquido transparente e incolor, solivel em dgua, volétil, altamente inflamével, com odor
caracteristico de alcool e levemente txico se ingerido ou absorvido pela pele (Kent, 2012).

Além de adstringente, o alcool isopropilico parece ser um antimicrobiano efetivo, assim como outros
alcoois e, muitas vezes, € incluido em protocolos de antissepsia da pele e de equipamentos cirdrgicos, porém
seu uso pode causar irritagdo e dor, especialmente em ouvidos inflamados e ulcerados, além do odor ser
desagradavel aos caes (Swinney et al., 2008; Mason et al., 2013).

4.3.5. Agentes antimicrobianos

Acido salicilico, 4cido latico, 4cido acético, dlcool isopropilico sdo componentes comuns em produto de
limpeza auricular que t€m mostrado acdo antibacteriana e contra malassezia (Harvey, 2006). Um
antisséptico, largamente usado em produto de limpeza auricular, com ac¢do bactericida comprovada, € a
clorexidina (Banovic et al., 2013).

4.3.5.1. Clorexidina

O gluconato de clorexidina ou o digluconato de clorexidina, de férmula C2,H30Ci2Nj0, € um antisséptico
quimico, com acdo antiftingica e bactericida, capaz de eliminar tanto bactérias Gram-positivas quanto
Gram-negativas (Banovic et al., 2013). A clorexidina liga-se e rompe a parede bacteriana, sendo
bacteriostatica em baixas concentragdes e bactericida em concentracoes altas (Okwumabua et al., 1999).
Esse antisséptico € utilizado frequentemente na descolonizacdo de MRSA resistente a meticilina em
humanos, sendo reportado, em Medicina Veterindria, como alternativa eficiente no tratamento local ou
como adjuvante na antibioticoterapia em casos envolvendo Staphylococcus pseudintermedius resistente a
meticilina (Guardabassi ef al., 2010).

Em um estudo utilizando shampoo contendo clorexidina a 2 e 4% em cdes com piodermite superficial, foi
demonstrada eficicia desse antisséptico contra S. pseudintermedius, como monoterapia (Borio et al., 2015).
Guardabassi ef al. (2010), em um estudo utilizando produto de limpeza auricular contendo clorexidina,
mostraram a sua eficacia in vitro, contra a maioria das bactérias envolvidas em casos de otite canina,
enquanto Mason et al. (2013) mostraram sua eficicia contra M. pachydermatis.

Clorexidina é frequentemente citada como sendo ototdxica em concentracdes acima de 2%, embora nao
cause danos em concentracdes de até 0,2%, mesmo havendo rompimento da membrana timpanica (Nuttall
e Cole, 2004).
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4.4. Uso de PLA na clinica veterinaria

Produtos de limpeza auricular utilizados na clinica, sejam produtos comerciais ou manipulacgdes,
geralmente associam dois ou mais agentes com o intuito de ampliar ou complementar sua acdo, seja ela
ceruminolitica, detergente, espumante, adstringente e/ou antimicrobiana (Nuttall e Cole, 2004). Acido
latico e 4cido salicilico, dois agentes adstringentes comumente usados em conjunto em solucdes de limpeza
de ouvidos, quando usados duas vezes ao dia, por 15 dias, diminuem sinais de inflamacao e eritema, além
de reduzir o crescimento bacteriano em cdes com otite externa infecciosa (Réme et al, 2006).

Guardabassi et al. (2010) também demostraram que a solugdo de clorexidina a 0,15% em propilenoglicol
possui atividade sobre a maioria dos microrganismos encontrados nos ouvidos de em cdes com otite, tanto
em bactérias Gram-negativas, como Pseudomonas sp € Proteus sp, quanto em bactérias Gram-positivas,
incluindo o S. pseudintermedius resistente a meticilina, diminuindo consideravelmente a populagdo desses
microrganismos. Considerando que a clorexidina em concentracdes abaixo de 0,2% ndo causa
ototoxicidade, mesmo em animais com membrana timpanica rompida (Nuttall e Cole, 2004), o uso racional
desse antisséptico pode ter um efeito positivo na prevengdo da resisténcia antimicrobiana (Guardabassi et
al., 2010).

Swinney et al. (2008) realizaram um estudo comparativo entre produtos comerciais para limpeza auricular,
com diversas variagdes nas associacdes (Quadro 3), mostrando que a eficicia antimicrobiana desses
produtos € altamente variavel, existindo produtos com maior ou menor a¢do antimicrobiana a depender do
microrganismo afetado e da dilui¢do do produto utilizada (Quadro 4).

Quadro 3: Composicio de produtos comerciais para limpeza de ouvidos de cies

Produto de limpeza auricular Ingredientes

Produto 1 Acido latico, 4cido salicilico, docusato de sédio, propilenoglicol

Produto 2 Acido salicilico, docusato de sédio, EDTA disédico, monossacarideos, propilenoglicol
Produto 3 Acido bérico, 4cido citrico, isopropanol, propilenoglicol

Produto 4 Acido latico, 4cido salicilico, 4cido oleico, glicerina, propilenoglicol

Produto 5 Acido acético, acido borico, surfactante

Adaptado de Swinney et al. (2008)

Quadro 4: A¢do antimicrobiana de produtos comerciais para limpeza de ouvido de cées, em diferentes diluicdes, sobre
Staphylococcus pseudintermedius, Pseudomonas aeruginosa e Malassezia pachydermatis

Diluicdo Produto 1 Produto 2 Produto 3 Produto 4 Produto 5
S. pseudintermedius Vs SC SC SC SC SC
Va SC 3 UFC SC SC 49,5 UFC
1/8 SC 149,5 UFC SC 21 UFC C
1/16 SC C SC 133,5 UFC C
1/32 C C SC C C
1/64 C C 2,5 UFC C C
P. aeruginosa 12 SC SC SC SC SC
1/4 SC SC SC SC 15,5 UFC
1/8 SC SC SC 32 UFC C
1/16 SC C 6,5 UFC C C
1/32 C C C C C
1/64 C C C C C
M. pachydermatis 12 SC SC SC SC SC
1/4 SC SC SC SC SC
1/8 SC SC SC SC 147,5
1/16 118 UFC 156 UFC SC 106 UFC C
1/32 C C SC C C
1/64 C C 56 UFC C C

SC: sem crescimento; UFC: unidade formadora de col6nia; C: crescimento confluente.Adaptado de Swinney et al. (2008)
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Antissépticos tdpicos utilizados em solucdes de limpeza auricular, como o 4cido acético, acido borico,
alcoois e clorexidina, matam microrganismos por métodos que diferem dos antimicrobianos, sendo capazes
de destruir membranas de bactérias, fazendo com que a resisténcia a antimicrobianos ndo interferira no seu
modo de acdo, por esse motivo, em casos de resisténcia bacteriana, a utilizagdo de produtos de limpeza
auricular pode ser uma alternativa ao tratamento com antimicrobianos (Griffin, 2015).

CONSIDERACOES FINAIS

Mais de meio século se passou desde a criacdo do primeiro antimicrobiano e, com o uso indiscriminado
dessa nova arma contra infec¢des, ndo houve demora na apresentacdo de resisténcia bacteriana, o que
acarretou a atual distribuicdo mundial de microrganismos multirresistentes.

A propagacio de microrganismos multirresistentes implica na necessidade de desenvolvimento, a curto e
médio prazo, de novas drogas capazes de conter o seu avango e, para isso, € necessario buscar uma melhor
compreensdo dos mecanismos de resisténcia bacteriana, além de incentivo a pesquisa.

O uso de produto de limpeza auricular na pratica da clinica veteriniria € comum, embora muitas vezes eles
sejam prescritos com o Unico intuito de limpar o canal auditivo, proporcionando um ambiente melhor para
administra¢do de medicamentos, sua utilidade vai além da remocao de debris, podendo ser um importante
coadjuvante no tratamento da otite, possuindo propriedades ceruminoliticas, antissépticas, antifingicas ou
antibacterianas.

O conhecimento das propriedades dos ingredientes contidos em produto de limpeza auricular facilita a
melhor escolha em cada caso, podendo o veterinario direcionar o tratamento baseado na atividade de cada
produto e no diagndstico obtido, tendo o cuidado de utilizar o produto de limpeza auricular adequado em
casos de presenca de microrganismos, inflamagao, ulceracao auricular e ruptura de membrana timpanica.
Devido ao aumento da resisténcia microbiana as medicacdes utilizadas em infec¢des em pele e ouvido de
cdes, o uso de antimicrobianos tem se tornado insustentavel, a utilizagdo de produto de limpeza auricular,
no caso de otite, tem se mostrado cada vez mais importante, ajudando também na manuten¢do de um ouvido
saudéavel e prevenindo recorréncias.
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CAPITULO 11

AVALIA(;AO in vitro DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E DA CAPACIDADE DE
DIFUSAO DE PRODUTOS UTILIZADOS NA LIMPEZA AURICULAR CANINA

In vitro evaluation of the antimicrobial activity and the diffusion capacity of products
used in canine ear cleaning

RESUMO

A resisténcia bacteriana € uma das atuais grandes preocupacdes da medicina e da veterinaria. Otite externa
é considerada a doenca de orelha mais comum em cdes e gatos (Nuttall 2016). Estima-se que em torno de
5 a 20% dos cdes apresentam otite externa. Fatores perpetuantes, como infec¢do bacteriana e/ou fingica,
sustentam e agravam o processo inflamatdrio. Entre os microrganismos mais encontrados em caes com otite
estdo a Malassezia, Staphylococcus spp., Pseudomonas e Proteus. O uso de antissépticos como terapéutica
alternativa na eliminacdo de bactérias multirresistentes a antimicrobianos tem ganhado importancia na
medicina veterinaria, desde que ndo ha evidéncias de resisténcia a estes produtos. Os objetivos deste
trabalho foram avaliar a capacidade antimicrobiana in vitro de sete produtos comerciais de limpeza
auricular e seis compostos isolados destes produtos frente aos cinco principais microrganismos envolvidos
na otite externa canina, e avaliar a capacidade de difusao in vitro destes 13 produtos em cerimen sintético.
Acido latico, clorexidina, Aceratum®, Aurivet®, Cerumisyn®, Epiotic® e Otodem® conseguiram inibir o
crescimento de microrganismos.

PALAVRAS-CHAVE: ceruminoliticos, microrganismos, atividade antibacteriana, atividade antiftingica

ABSTRACT

Bacterial resistance is one of the current major concerns of medicine and veterinary medicine. Otitis externa
is a common ear disease in dogs and cats (Nuttall 2016). It is estimated that around 5 to 20% of patients
with external otitis. Perpetuating factors, such as bacterial and / or fungal infection, sustain and aggravate
the inflammatory process. Among the microorganisms found in dogs with otitis are Malassezia,
Staphylococcus spp., Pseudomonas and Proteus. The use of antiseptics as an alternative therapy in the
elimination of multiresistant antimicrobial bacteria has gained importance in veterinary medicine since
there is no evidence of resistance to these products. The objectives of this work were to evaluate the in vitro
antimicrobial capacity of seven atrial cleansers and six compounds isolated from these products against the
five main microorganisms involved in canine otitis externa, and to evaluate an in vitro diffusion capacity
of these 13 products in synthetic cerumen. Lactic acid, chlorhexidine, Aceratum®, Aurivet®, Cerumisyn®,
Epiotic® and Otodem® have been able to inhibit the growth of microorganisms.

KEYWORDS: ear cleaners, microorganisms, antibacterial activity, antifungal activity
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INTRODUCAO

O uso de medicagdes sistémicas em otite é, frequentemente, associado a baixa eficacia devido a inadequada
penetracdo destes fArmacos no limen do canal auditivo, além disso, medicac¢des topicas, em sua maioria,
associam agentes antimicrobianos, antifingicos e glicocorticoides em suas formulagdes, aumentando a
pressdo seletiva e facilitando o surgimento de cepas multi-resistentes (Guardabassi et al., 2004; Guardabassi
etal., 2010).

O uso de antissépticos como terapéutica alternativa na eliminacdo de bactérias multirresistentes a
antimicrobianos tem ganhado importincia na medicina veteriniria, desde que ndo had evidéncias de
resisténcia a estes produtos. Esta abordagem levaria a menor favorecimento da selecdo de resisténcia da
microbiota comensal (Banovic et al., 2013). Outra vantagem do uso de produtos de limpeza auricular seria
o fato de ndo virem acompanhados de outros produtos que podem causar reagdes adversas, como
corticoides, podendo ser usados como uma importante ferramenta no tratamento de otites, uma vez que,
possivelmente poderiam diminuir o uso da antibioticoterapia (Mason et al., 2013).

Stahl et al. (2013) fizeram um estudo detalhado da composi¢do do cerimen canino e desenvolveram um
cerimen sintético canino (CSC) que possibilitou a avaliacdo da capacidade de difusdo de oito produtos
comerciais destinados a limpeza do pavilhdo auricular e ao tratamento da otite. Os resultados que
encontraram foram divergentes entre os produtos testados, mostrando que ha diferengas na capacidade de
difusao destes produtos.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a capacidade antimicrobiana in vitro de sete produtos comerciais
de limpeza auricular e seis compostos isolados destes produtos frente aos cinco principais microrganismos
envolvidos na otite externa canina, e avaliar a capacidade de difusdo in vitro destes 13 produtos em CSC.

MATERIAL E METODOS

1. Selecdo de amostras

Com a intenc¢do de analisarmos os microrganismos mais comumente associados com a otite canina, fizemos
nossa selecdo baseada em trabalhos como o de Bugden (2013), na Austrdlia, que verificou, em 3541
amostras de culturas bacterianas provenientes de swabs de ouvido de cées, os cinco microrganismos (MOO)
prevalentes foram P. aeruginosa, S. pseudintermedius, Proteus sp. e estreptococos B-hemoliticos e de
Lyskova et al. (2007), na Republica Checa que coletou amostras de 97 animais com sinais de otite externa
e verificou que as bactérias mais frequentemente isoladas foram os estafilococos coagulase-positiva,
especialmente o S. pseudintermedius, seguido do S. schleiferi coagulans. Outros patogenos isolados foram
estafilococos coagulase-negativa, estreptococos B-hemolitico, Escherichia coli, Corynebacterium spp. e
Pseudomonas spp. M. pachydermatis foi a levedura mais encontrado, presente em 30,9% das amostras
isoladas.

Para o presente estudo foram selecionados cdes otopatas, com idade entre 1 e 12 anos, de ambos 0s sexos
e de diversas racas, provenientes do servico de Dermatologia do Hospital Veterinario da UFMG, no periodo
de abril de 2013 a novembro de 2014. Todos os animais foram contidos fisicamente e avaliados por
veterinarios para o diagndstico 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, balangar
de cabeca, eritema, escoriagdes, hiperqueratose, hiperplasia, hiperpigmentacdo, estenose parcial ou total do
canal, alteracdes na cor, odor, aspecto e/ou quantidade da secrec@o auricular e citologia positiva para
bactérias e/ou malassezia.
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As amostras foram coletadas a partir do canal horizontal do ouvido externo com auxilio de swab estéril e
armazenadas em meio de transporte Stuart por no maximo 48 horas.

As amostras com citologia positiva para bactérias foram encaminhadas para processamento no Laboratdrio
de Microbiologia Aplicada da Escola de Veteriniria da UFMG, onde foi realizado esgotamento por estrias,
com auxilio de alca de platina, em placas de Petri contendo meio de cultura dgar-sangue e incubadas em
estufa a 37°C por 24 a 48 horas, para obten¢@o de colonias isoladas.

Foi realizada coloracdo de Gram das colonias isoladas e, aquelas que eram Gram-positivas com arranjo
semelhante a cachos de uvas, foram semeadas em placas de Petri em meio de cultura 4gar Mueller-Hinton
e incubadas a 37°C por 24 a 48 horas. Das col6nias que cresceram nas placas foram realizadas provas
bioquimicas para identificacdo fenotipica de bactérias do género Staphylococcus, conforme proposto por
Bannoehr e Guardabassi (2012) e (Quinn et al, 2011). As amostras de S. pseudintermedius foram
submetidas a cadeia da reagcdo da polimerase (PCR) para identificagc@o da presenca do gene mecA, conforme
(Mehrotra et al., 2000), sendo selecionadas 10 amostras de Staphylococcus pseudintermedius, onde cinco
eram S. pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP) e cinco eram S. pseudintermedius susceptivel a
meticilina (MSSP). Foram ainda selecionadas cinco amostras de S. schleiferi subsp. coagulans (SSC).

As amostras Gram-negativas em formato de bastao foram semeadas em placas de Petri em meio de cultura
agar MacConkey e incubadas a 37°C por 24 a 48 horas. Das coldnias que cresceram nas placas, foram
realizadas provas bioquimicas para identificac@o fenotipica de bactérias do género Pseudomonas e Proteus,
conforme (Oplustil et al., 2000), sendo selecionadas cinco amostras de Proteus sp., cinco de Pseudomonas
sp.

As amostras com citologia e coloragdo de Gram positivas para malassezia, foram semeadas em placas de
Petri em meio de cultura 4gar Sabouraud e incubadas a 25°C por até 14 dias (Quinn et al., 2011), sendo
selecionadas cinco amostras.

2. Selecao de produtos de limpeza auricular (PLA)

Foram selecionados um ceruminolitico de uso humano, Aceratum® (Delta, Sdo Paulo, SP, Brasil) e quatro
produtos comerciais utilizados para limpeza otoldgica canina, baseado na diversidade dos componentes
utilizados em cada férmula, sendo eles: Aurivet Clean® (Vetnil, Louveira, SP, Brasil), Cerumisyn® (Konig
do Brasil, Mairinque, SP, Brasil), Epiotic Spherulites® (Virbac, Sdo Paulo, SP, Brasil), Otodem
Auriclean® (Ceva, Paulinia, SP, Brasil), Phisio anti-odor® (Virbac, Sdo Paulo, SP, Brasil). Foram também
selecionados cinco componentes isolados utilizados na limpeza auricular canina, sendo eles: acido bdrico
2%, &cido latico 3%, 4cido salicilico 0,11%, clorexidina 0,5% e propilenoglicol 3%, os quais foram
manipulados em base aquosa (Qd.01).
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Quadro.1. Composi¢do dos produtos de limpeza auricular e seus valores percentuais

Produto Componentes™ mg/ml*
Aceratum® Peroxido de carbamida 10,0
Aurivet Clean® Acido latico 29,0
Docusato de sédio 19,5
Aloe vera 41,03
Alantoina 10,0
Melaleuca 10,0
Cerumisyn® Propilenoglicol 30,0
Extrato de camomila 1%
Cocoamidopropilbetaina 6,0
Epiotic Spherulites® Acido salicilico 1,1
Acido latico 28,8
Otodem Auriclean® Acido salicilico 1,1
Acido latico 29,8
Acido bérico 20,0
Aloe vera 10,0
Phisio anti-odor® Polissorbato 20 305,0
Trietanolamina 0,07%
Preserval PE 40,0

*Valores adaptados das bulas dos produtos para mg/mL, com exce¢@o do extrato de camomila e da trietanolamina que
estdo representados em valores percentuais.

3. Avaliacao da atividade antimicrobiana dos PLA

Foram adicionados 4mm de agar Mueller-Hinton em placas de Petri de 150x15mm, e 4mm de agar
Sabouraud em placas de mesmo didmetro e altura, seguindo os padroes do CLSI (2017) para o teste de
disco-difus@o de antimicrobianos e de antiftingicos, respectivamente.

Devido ao tamanho restrito das placas, cada repeticdo foi realizada em duas placas. Com o auxilio de um
punch dermatoldgico de 8mm de calibre, foram feitos 06 pocos equidistantes no meio de cultura de uma
placa e 07 pocos em outra placa, somando-se assim 13 pocos para cada tratamento.

Cada uma das cinco amostras de MRSP, MSSP, SSC, Pseudomonas sp. e Proteus sp. foi transferida para
um tubo contendo 3mL de caldo Mueller-Hinton e incubada a 37°C até alcancar a turbidez padrdo de 0,5
da escala de McFarland, entdo, com auxilio de um swab foram semeadas, em quadruplicatas, nas placas
contendo o 4gar Mueller-Hinton e os pogos.

Cada uma das cinco amostras de M. pachydermatis. foi transferida para um tubo contendo 3mL de solucdo
salina e incubada a 37°C até alcangar a turbidez padrdo de 0,5 da escala de McFarland, entdo, com auxilio
de um swab foram semeadas, em quadruplicata, nas placas contendo o d4gar Sabouraud e os pogos.

Com auxilio de micropipeta, em seis pocos de cada placa foram adicionados 200uL dos diferentes PLA
comerciais, cinco pogos receberam 200uL dos produtos manipulados e nos dois pogos restantes, foram
adicionados 200uL do controle positivo (ciprofloxacino 0,3% para bactérias e miconazol 1% para M.
pachydermatis) e 200uL. do controle negativo (base aquosa). Ap6s incubacdo por 24 horas, os halos
formados ao redor dos pogos foram medidos, com auxilio de régua milimetrada (Fig.1).
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Figura 1: Placas com cultura de MSSP 24 horas apds a inoculagdo dos PLA. Da esquerda para direita: placa 15-2 contendo 06
pogos onde foram adicionados os PLA comerciais; placa 15-1 contendo os PLA manipulados e os controles positivo e negativo;
halo de 25mm formado por PLA.

4. Producao do cerimen sintético canino (CSC)
A producdo do CSC foi realizada conforme (Sinchez-Leal et al., 2006), com a composicdo final descrita

no Qd. 2.
Quadro.2. Composicdo do certimen sintético canino e os percentuais de cada componente.

Componente %
Acido miristico (ref: M-3128, Sigma-Aldrich) 33,6
Acido oleico (ref: O-1008, Sigma-Aldrich) 9.4
Acido palmitico (ref: P-0500, Sigma-Aldrich) 33,6
Colesterol (ref: C-8503, Sigma-Aldrich) 10,9
Esqualeno (ref: S-3626, Sigma-Aldrich) 12,5

5. Avaliacao da capacidade de difusao dos PLA

Em placas de Petri com 60x15mm foi adicionado 4mm de CSC e com o auxilio de um punch dermatologico
de 8mm de calibre foi feito um pogo em cada placa.

Com auxilio de micropipeta, cada pogo recebeu 200uL dos diferentes PLA comerciais, dos PLA isolados
e de base aquosa pura, todos acrescido de um marcador (Oil Red O, ref:0-0625, Sigma Aldrich). De todos
os produtos foram realizadas quatro repeti¢des. Os halos formados pelos produtos foram medidos, com
auxilio de régua milimetrada, ap6s 12 e 24 horas (Fig.2).
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Figura 2. Placas contendo certimen sintético canino e
200u1 de Cerumisyn® acrescido do marcador apds 12
horas de incubacao.

6. Analise estatistica

A média simples dos didmetros das quadruplicatas gerados pela inibicdo do crescimento de cada
microrganismo por cada PLA foi utilizada na estatistica descritiva dos menores € maiores didmetros dos
halos formados.

Os dados foram analisados como modelos mistos com efeitos fixos de PLA, microrgansmos e suas
interacdes, e o erro foi considerado como aleatdrio utilizando o procedimento MIXED do SAS (versdo 9.2).
Para a varidvel tamanho de halo, onde a interacio (PLA x MOO) foi significativa, efetuou-se o
desdobramento e, as médias para os fatores PLA e microrganismos, foram comparadas pelo teste Scott-
Knott. Significancia foi declarada a P<0,05.

A andlise de componentes principais baseou-se numa matriz de correlacdo e foi calculada usando uma
entrada de médias ajustada e um grafico biplot foi obtido para ilustrar as relagdes entre aos PLA,
microrganismos e difusdo em 12 e 24 horas. O biplot foi gerado ao tragar as entradas de acordo com suas
pontuacdes do primeiro e segundo componentes principais. Para o procedimento de agrupamento
hierarquico foram selecionadas trés varidveis: tamanho de halo (PLA x MOQO), difusdo de PLA em CSC
em 12 horas e difusdo de PLA em CSC em 24 horas. O método de agrupamento completo baseou-se na
distincia de similaridade méxima entre PLA, e a distincia euclidiana média padronizada foi usada para
gerar o dendograma, usando os recursos computacionais da MINITAB Versdo 16.2.4.4.

Para a varidvel tamanho de halo, onde a interacdo (PLA x tempo) foi significativa, efetuou-se o
desdobramento e, as médias para os fatores PLA e tempo, foram comparadas pelo teste Scott-Knott.
Significancia foi declarada a P<0,05.
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RESULTADOS

Os maiores halos foram formados pela acdo do Aceratum® sobre todos os microrganismos, enquanto o
acido salicilico e o acido boérico tiveram pouca ou nenhuma a¢do sobre todos 0s microrganismos.

Nas bactérias do género Proteus, quando comparado somente o tamanho dos halos formados pelos PLA, é
onde se apresentaram os menores didmetros. Os demais microrganismos apresentaram didmetros de halos
variados conforme o PLA que agiu (Tab.01).

Tabela 01. Menores e maiores diametros gerados pela inibicdo do crescimento dos microrganismos pelos
produtos de limpeza auricular

PLA MOO
MRSP MSSP SSC Proteus PSM MLZ
71 71 71 71 71 71 71 71 71 71 71 71
min max min max min max min max min max min  max
Controle + 35 57 33 50 28 51 40 54 47 52 32 38
Controle - <08 <08 <08 <08 <08 <08 <08 <08 <08 <08 <08 <08
Ac. Bérico <08 <08 <08 <08 <08 16 <08 <08 <08 <08 <08 <08
Ac. Latico 19 31 23 26 13 25 <08 23 15 18 30 41
Ac. Salicilico <08 <08 <08 <08 <08 <08 <08 <08 <08 <08 <08 <08
Clorexidina 16 36 15 34 26 30 <08 34 19 25 27 32
Propilenoglicol <08 12 <08 21 <08 16 <08 <08 <08 <08 <08 <08
Aceratum® 42 49 36 54 29 34 31 37 22 27 50 66
Aurivet® 16 26 22 27 16 40 15 26 14 17 40 45
Cerumisyn® <08 28 <08 27 <08 39 <08 <08 <08 <08 17 23
Epiotic® 16 24 17 22 15 24 18 21 16 21 40 45
Otodem® <08 17 14 21 11 15 <08 15 13 17 36 44
Phisio anti-odor® <08 17 <08 15 <08 17 <08 <08 <08 <08 <08 <08

MRSP. S. pseudintermedius resistente a meticilina. MSSP. S. pseudintermedius susceptivel a meticilina. SSC. S.
schleiferi coagulans. MLZ. Malassezia; PSM. Pseudomonas; Z1. zona de inibicdo

A comparacdo entre a interacdo PLA x MOQO, mostra uma a¢do mais forte do Aceratum® (A) sobre a
Malassezia e o MSSP do que do préprio controle positivo (B), acido latico e Aurivet® que sdo os PLA que
apresentam a segunda acdo mais efetiva (Fig.03), Aurivet®, Epiotic® e Otodem® também apresentaram
interagdes mais significativas (a) com Malassezia (Tab.02).

O 4cido borico, 4cido salicilico e Phisio anti-odor® sdo os PLA que apresentaram interacdo mais fraca (D
e E) com todos os MOO. Os PLA que tiveram interacio mais significativas sobre o MRSP foram
Aceratum® (A), acido latico (B), clorexidina (B), Aurivet® (B) e Epiotic® (B), com os mesmos PLA tendo
acdo mais significativa sobre os MSSP.
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Figura 03: A direita, halo formado pela inibi¢io do crescimento de MSSP pelo Aceratum com mais 50mm. A esquerda
halo formado pela inibi¢ao do crescimento de MSSP pelo Aurivet® com menos de 30mm.

Tabela 02. Médias, em milimetros, dos halos formados pela inibi¢do de crescimento dos microrganismos
pelos produtos de limpeza auricular

MOO EPM. p-value
PLA PLA
MRSP MSSP SSC  Proteus PSM MLZ PLA MOO VS

MOO

Controle + 46,2 aA 38bB 36,6 bA 47,6 aA 50,2 aA 36,2 bB

Controle - 0aD 0aE 0aE 0aE 0aD 0aE

Ac. Bérico 0aD 0 aE 3,2 aE 0 aE 0aD 0 aE

Ac. Latico 222bB 244bC 19,4cC 154cC 158cC 37,2aB

Ac. Salicilico 0aD 0aE 0aE 0aE 0aD 0aE

Clorexidina 28bB  29,6aC 28,2aB 21bC 21,2bB 29,6 aC

Propilenoglicol 24aD 124aD 8,8aD 0 bE 0 bD O0bE 2,419 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Aceratum® 45,2 bA 49,6 bA 31,2cB 34cB 24,8dB 58,4 aA

Aurivet® 21,6 cB 242bC 29bB 20,6cC 16,4cC 422 aB

Cerumisyn® 14bC 16,2bD 23,8aC OcE OcD 20,2aD

Epiotic® 20,6 bB 20,6 bC 20,4bC 19,8 bC 17,8 bC 41,8 aB

Otodem® 122bC 16,8bD 13bD 8,6bD 14,8bC 39,8 aB

Phisio anti-odor® 34aD 52aE 34aE 28aE 0(0aD 0 aE
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, maidscula na coluna e mindscula na linha,
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. PLA. Produto de limpeza auricular; MOO. Microrganismo; EPM.
Erro padrao da média MRSP. S. pseudintermedius resistente a meticilina. MSSP. S. pseudintermedius susceptivel a
meticilina. SSC. S. schleiferi coagulans; MLZ. Malassezia; PSM. Pseudomonas

Na interacdo PLA x Tempo as a¢des mais significativas, apos 12 horas, foram visualizadas no 4cido bérico,
acido salicilico, clorexidina, propilenoglicol, Aceratum®, Epiotic®, Otodem® e Phisio anti-odor®. Apds
24 horas os mesmos PLA, com excecdo do propilenoglicol e do Otodem®, tiveram suas agdes mais
significativas (Tab.03).
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Tabela 3. Médias dos halos formados pelos produtos de limpeza auricular no certimen sintético canino apds
12 e 24 horas

PLA Tempo E.P.M. p-value
12h 24h Médias 12h 24h Médias

Ac. Bérico 18,8 a 242 a 21,52

Ac. Latico 17,2b 19,4 b 18,3b

Ac. Salicilico 21,2a 224 a 21,8 a

Clorexidina 18,6 a 20,6 a 19,6 b

Propilenoglicol 18,6 a 20,2 b 19,4 b

Aceratum® 19.8 a 21,8 a 20,8 a 1,883 <0,0121 <0,0150 <0,0104
Aurivet® 16,4 b 17,0b 16,7b

Cerumisyn® 17,8 b 19,4 b 18,6 b

Epiotic® 21,6 a 22.8a 222a

Otodem® 18,6 a 18,8 b 18,7b

Phisio anti-odor® 21,2a 21,6 a 214 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. PLA.
Produto de limpeza auricular; EPM. Erro padrio da média

Através da andlise dos componentes principais, verificou-se que o primeiro componente explica 66% do
comportamento dos vetores, enquanto o segundo componente explica apenas 27,6%. Acido salicilico, acido
bérico, e Phisio anti-odor® possuem as maiores cargas fatoriais positivas no primeiro componente,
enquanto o controle positivo, propilenoglicol e acido bérico, no segundo componente (Fig.4).
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Figura 4. Biplot de componentes principais. Vetores indicam as varidveis; simbolos marcam os 13 diferentes PLA. 1. Controle
positivo; 2. Controle negativo; 3. Acido bdrico; 4. Acido latico; 5. Acido salicilico; 6. Clorexidina; 7. Propilenoglicol; 8.
Aceratum®; 9. Aurivet®; 10. Cerumisyn®; 11. Epiotic®; 12. Otodem®; 13. Phisio anti-odor®.
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Quando se avalia a similaridade dos PLA a 80%, utilizando trés varidveis (tamanho de halo PLA x MOO,
difusdao de PLA em CSC em 12 horas e difusd@o de PLA em CSC em 24 horas), trés grupos sio formados,
ficanco o Aceratum® isolado com o o controle positivo, o segundo grupo formado por controle negativo,

acido borico, 4cido salicilico, propilenoglicol e Phisio anti-odor® e o terceiro grupo pelos demais PLA
(Fig.05)
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Figura 5: Dendograma de similaridade para os 13 PLA. 1. Controle positivo; 2. Controle negativo; 3. Acido bérico; 4. Acido
latico; 5. Acido salicilico; 6. Clorexidina; 7. Propilenoglicol; 8. Aceratum®; 9. Aurivet®; 10. Cerumisyn®; 11. Epiotic®; 12.
Otodem®; 13. Phisio anti-odor®.

DISCUSSAO

Todos os estudos referentes as substincias utilizadas na preven¢ao ou tratamento de otite canina, costumam
analisar ou produtos especificos, ou a agdo de PLA especificos em microrganismos especificos, ou a difusdo
de determinados produtos, mas ndo existe nenhum estudo avaliando produtos comerciais de ampla
comercializa¢do, componentes isolados usados para limpeza otoldgica e a associagdo dessas caracteristicas
com o poder de difusdo de todos estes componentes. Neste estudo comparamos, de diferentes maneiras,
como qualquer PLA pode influenciar isoladamente ou como parte de um produto comercial sobre um
determinado microrganismo e como esses mesmos produtos tém a capacidade de se difundir em um meio
que simula o cerdimen canino.

O produto que mostrou a acdo mais efetiva em todos os microrganismos foi o Aceratum®, possuindo,
inclusive, formacdo de halo estatisticamente superior ao controle positivo na ac¢do contra Pseudomonas e
Malassezia. O composto ativo do Aceratum® é o per6xido de carbamida, que ao entrar em contato com o
cerimen, se degrada em perdxido de hidrogénio e ureia (Thickett e Cobourne, 2009). A ureia possui acdo
emoliente (Sant'Anna Addor et al., 2009) e a¢do antimicrobiana (Grether-Beck et al., 2012) e o per6xido
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de hidrogénio, ao se decompor, libera dgua e oxigénio com geragdo de calor, a agdo oxidante age como
antimicrobiano e desinfetante (Marrero, et al., 2017).

A melhor acdo do Aceratum® foi sobre Malassezia, superando Epiotic® e Aurivet®, PLA de ampla
distribuicdo no mercado de pequenos animais. Marrero et al. (2017) avaliaram o poder de agdo in vitro do
peréxido de hidrogénio a 1,5%, produto da decomposi¢do do peroxido de carbamida, e também
encontraram a¢do mais eficiente que o Epiotic® e o MalAcetic Otic Cleanser® (Dechra, Kansas City,
Missouri, EUA), produto que traz em sua formulacdo 2% de acido acético e 2% de 4cido borico e tem
indicac@o para o uso de otites causadas por Malassezia. Ainda segundo Marrero et al. (2017), embora o
peréxido de hidrogénio ndo apresente reacdes na orelha em concentragdes de até 5%, a sua ototoxicidade é
controversa, sendo recomendado o seu uso somente quando nao ha rompimento da membrana timpanica.
Quando se analisa o 4cido salicilico na interacdo com microrganismo, nota-se a ndo formag¢do de halo,
mostrando que ndo houve acd@o significativa desse produto isolado. Porém, tanto esse 4cido como o
Epiotic®, que o contém na férmula, apresentaram acao significativa (a) quando a interacao € entre o PLA
e o tempo de difusdo no CSC em 12 e em 24 horas, o que justifica o uso deste componente juntamente com
o 4cido latico que apresentou interacdo com 0s microrganismos, ficando estatisticamente atras somente do
Aceratum ®.

Levando-se em consideracdo a ag¢do do 4cido latico sobre os microrganismos e a capacidade de difusdo do
acido salicilico, produtos que associam esses dois componentes possivelmente agem com maior eficicia se
considerarmos que eles possuem efeito sinérgico, com o 4cido salicilico penetrando no certimen e,
consequentemente, o acido latico aumentando o seu sitio de acdo. Essa € uma associacao bastante utilizada
pelos PLA comerciais, sendo essa associacdo utilizada pelo Epiotic® e pelo Otoden Auriclean®. Entéo,
podemos dizer que, a composi¢ao do Epiotic® que possui pontos importantes na interacdo entre PLA x
MOO (4cido latico) e PLA x tempo (4cido salicilico), compde-se para formar um PLA de acdo ideal, tendo
boa agdo sobre os microrganismo e boa acdo na difusao.

Phisio anti-odor® foi o produto comercial que menos agiu sobre todos microrganismo, sendo
estatisticamente igual ao Cerumisyn® quando Profeus sp. e Pseudomonas sp. estao envolvido, porém o
Phisio anti-odor® mostrou acdo significativa quando se analisa a capacidade de difusdo em CSC.

Os produtos que tiveram a¢@o mais significativa nos MRSP e MSSP, excluindo-se o Aceratum®, foram
acido latico, clorexidina, Aurivet® e Epiotic®. Quando o microrganismo analisado € o S. schleiferi, apenas
a clorexidina e o Aurivet® possuem a acdo mais significativa, sendo inclusive, estatisticamente igual a acio
do Aceratum®, embora este ainda apresentou zona de inibi¢do do crescimento dos microrganismos maior.
Aparentemente, a resisténcia a meticilina ndo interfere na acdo dos produtos, porém o fato de S.
pseudintermedius serem coagulase positiva e o S. schleiferi coagulase negativa (Quinn, Markey et al. 2011),
tenha influenciado, criando resisténcia ao 4cido lético, ja que esse produto e o Epiotic®, que possui 4cido
latico em sua composicdo, tiveram acio diminuida sobre esse microrganismo. O Aurivet®, apesar de conter
acido latico em sua formulagdo, possui também docusato de sddio, que é um produto detergente (McRorie,
Daggy et al. 1998), que, provavelmente, elevou a acdo desse produto sobre o S. schleiferi. Clorexidina que
mostrou a¢do significativa neste estudo, ¢ um antisséptico comumente utilizado na dermatologia de animais
de companhia no combate a piodermite superficial causada por S. pseudintermedius (Borio et al., 2015).
Sobre Pseudomonas sp., apenas a clorexidina apresentou zona de inibi¢do estatisticamente semelhante ao
Aceratum®. A segunda op¢do para Pseudomonas sp. seria acido latico ou os produtos que o contém,
Aurivet®, Epiotic® e Otodem®. As mesmas observagdes se aplicam ao Proteus sp. Ambos
microrganismos sao, diferente dos demais, bacilos Gram negativos (Quinn ef al., 2011).

Malassezia sp. foi quem apresentou, estatisticamente, igual ou maior zona de inibi¢cdo do crescimento em
relacdo a todos os outros microrganismos. O Aceratum® também gerou zona de inibi¢do do crescimento
maior do que o préprio controle positivo. Aqui também se destacam 4cido latico e os produtos que o contém.
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Apesar de o 4cido latico apresentar acdo significativa na maioria dos microrganismos, a sua capacidade de
difusao € menor em relagdo ao 4cido bérico, acido salicilico, Epiotic® e Phisio anti-odor®. Sabendo-se que
o Phisio anti-odor ndo apresentou a¢do significativa sobre os microrganismos, o Epiotic® mostrou ser mais
efetivo, quando se avalia o conjunto de variaveis.

Propilenoglicol ndo apresentou acao significativa sobre os microrganismos, apesar de relatos do seu poder
antimicrobiano (Nalawade et al., 2015) e antifingico (Lloyd et al., 1998) e sua capacidade de difusdo é
menor quando comparado com outros PLA, somado a isso existem relatos da sua ototoxicidade (Vassalli
etal., 1988).

Quando analisamos o dendograma de similaridade, podemos perceber que, a mais de 80%, trés grupos sido
formados. O controle positivo junta-se ao Aceratum® e mais dois grupos se formam. Desconsiderando o
grupo do Aceratum® e controle positivo, por apresentarem médias muito distantes dos demais PLA,
encontramos dois grupos de similaridade, o verde (controle negativo, 4cido bdrico, dcido salicilico, Phisio
anti-odor®, propilenoglicol) e o grupo azul (acido latico, Aurivet®, clorexidina, Epiotic®, Otodem®,
Cerumisyn®). Ao comparar a interacio PLA x MOO, os componentes do grupo verde possuem melhor
acdo de difusido do PLA no CSC, enquanto o grupo azul possui melhor a¢do dos PLA nos microrganismos.
O 4cido latico e os produtos que o contém, Aurivet®, Epiotic®, Otodem®, ficaram no mesmo grupo, porém
os demais produtos associados as férmulas divergem, sendo docusato de sddio, 4cido salicilico e 4cido
salicilico + acido borico, respectivamente, ficando os dois dltimos no grupo diferente, notadamente, todos
os complementos possuem acao de difusao mais significativa.

No grafico biplot, levando-se em consideracdo o primeiro componente, que é quem explica 66% do
comportamento dos vetores, pode-se perceber que a difusdo no CSC apds 12 e 24 horas tém grandes cargas
fatoriais positivas nesse componente enquanto o halo das PLA mostra influéncia negativa. Acido bérico,
acido salicilico, Epiotic® e Phisio anti-odor® sido os PLA que tem maior influéncia positiva no primeiro
componente, sendo também esses os produtos que mostraram maior capacidade de difusdo no CSC,
juntamente com o Aceratum®.

CONCLUSOES

Acido latico, clorexidina, Aceratum®, Aurivet®, Epiotic® e Otodem® possuem ac¢do antimicrobiana in
vitro.

Acido bérico, acido salicilico, Aceratum®, Epiotic® e Phisio anti-odor® possuem capacidade de difuso
no CSC.

Estafilococos coagulase positiva tem seu crescimento melhor inibido pela a¢do de clorexidina, acido latico,
Aceratum®, Aurivet® e Epiotic®, enquanto estafilococos coagulase negativa somente pela clorexidina e
Aurivet®.

Os microrganismos Gram negativos, Pseudomonas e Proteus, sio melhores inibidos pela clorexidina, mas
Aceratum®, Aurivet® e Epiotic® também possuem acao significativa.

Malassezia sp. ¢ melhor inibida por acido latico, Aceratum®, Aurivet®, Epiotic® e Otodem®.
Propilenoglicol ndo possui a¢do antimicrobiana nem capacidade de dissolugdo significativa.

Quando avaliado a acdo de inibicdo do PLA sobre o crescimento dos microrganismos em conjunto com a
capacidade de difusdo, o Aceratum® apresentou os melhores resultados.

A melhor associacio € entre o acido latico e o acido salicilico.

Epiotic® apresentou-se como a melhor solugdo veterinaria para o combate aos microrganismos envolvidos
na otite.
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CAPITULO III
Resisténcia a ceftarolina por Staphylococcus pseudintermedius isolados de caes
dermatopatas

RESUMO

Infec¢des causadas por MRSA s@o uma preocupacio médica constante. A ceftarolina fosamila, f-lactamico
com acdo anti-MRSA, foi aprovado recentemente para uso em humanos, com raras descri¢cdes de
resisténcia. Relatos de resisténcia a ceftarolina por S. pseudintermedius, principal bactéria causadora de
dermatite e otite em cdes, sdo inexistentes. Com o objetivo de avaliar a resisténcia estafilococica a
ceftarolina, 35 amostras de MRSP, portadoras do gene mecA, provenientes de 26 cdes com foliculite e 9
com otite externa foram submetidos ao teste de disco-difusdo com cefoxitina, oxacilina e ceftarolina. Os
testes realizados com cefoxitina e oxacilina mostraram mais de 90% de sensibilidade na detec¢do da
resisténcia a meticilina em ambas. Das amostras, 2,86% (1/35) foram resistentes a cefoxitina, 8,57% (3/35)
a oxacilina e 31,43% (11/35) foram resistentes a ceftarolina. Todas as amostras susceptiveis a cefoxitina e
a oxacilina foram obtidas da pele dos cdes que apresentavam foliculite. Das amostras resistentes a
ceftarolina, 27,27% (3/11) foram provenientes de ouvido de cées e as demais (8/11), provenientes da pele,
sendo essa primeira descri¢do de resisténcia de MRSP a ceftarolina na literatura atual.
PALAVRAS-CHAVE: susceptibilidade, disco-difusao, MRSP, cefoxitina, oxacilina.

ABSTRACT

Infections caused by MRSA are a constant concern. Fosamyl, B-lactam antibacterial anti-MRSA ceftaroline
has recently been approved for use in humans and rare resistance descriptions are found. Reports of
resistance to ceftaroline by S. pseudintermedius, the main bacterium causing dermatitis and otitis in dogs,
are non-existent. In order to evaluate staphylococcal resistance to ceftaroline, 35 samples of MRSP, carriers
of the mecA gene, from 26 dogs with folliculitis and 9 dogs with external otitis were submitted to the disc-
diffusion test with cefoxitin, oxacillin and ceftaroline. Tests with cefoxitin and oxacillin showed more than
90% sensitivity in detecting methicillin resistance in both. Of the samples, 2.86% (1/35) were resistant to
cefoxitin, 8.57% (3/35) to oxacillin, and 31.43% (11/35) were resistant to ceftaroline. All samples sensitive
to cefoxitin and oxacillin were obtained from the skin of dogs with folliculitis. Of the ceftaroline-resistant
samples, 27.27% (3/11) were from the ear of dogs and the others (8/11) from the skin, being this first
description of resistance of MRSP to ceftaroline in the current literature.

KEYWORDS: susceptibility, disk diffusion, MRSP, cefoxitin, oxacillin
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INTRODUCAO

O tratamento de infec¢Oes de pele e ouvido causadas por MRSP é uma preocupacdo constante entre
membros da comunidade médica veterindria, j4 que esse microrganismo ¢ resistente a diversas classes de
antimicrobianos, incluindo B-lactimicos e, consequentemente, a cefalosporinas (Cain, 2013), que
constituem a classe de antimicrobianos mais prescrita mundialmente devido ao seu amplo espectro de acio
e seu perfil de seguranca (Laudano, 2011).

A ceftarolina fosamila, um novo antibidtico de administragdo parenteral, indicado para o tratamento de
infecgdes graves de pele e tecidos moles, foi aprovado para uso em humanos em 2010 nos Estados Unidos,
em 2012 na Europa e em 2014 no Brasil (Laudano, 2011; Alm et al., 2014; ANVISA, 2014). Possui amplo
espectro de a¢do, agindo sobre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, sendo denominado pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) como uma nova subclasse de antimicrobianos, as cefalosporinas
com atividade anti-MRSA (Laudano, 2011).

Existem diversas semelhancas entre 0 MRSP e o MRSA: ambos sdo cocos Gram-positivos, anaerdbicos
facultativos, que nio formam esporos, causam hemoélise em 4gar sangue, sao coagulase-positivos (Bannhoer
e Guardabassi, 2012), possuem também mais de 90% de similaridades em sua sequéncia genética (Blaiotta
et al., 2010), além de serem capazes de carregar e transmitir o gene ligado a resisténcia a meticilina (Bemis
et al., 20006).

Os estafilococos que apresentam resisténcia as penicilinas f-lactamase-estiveis anti-estafilococos, t€ém sido
denominados como “meticilina resistentes” mesmo que a meticilina ndo seja mais o medicamento de
escolha para testes e tratamentos, nos quais a cefoxitina € utilizada por ter maior probabilidade de detectar
aresisténcia do que a meticilina (Mimica et al., 2007). Ainda segundo Mimica et al. (2007), durante décadas
o teste mais utilizado foi o da disco-difusdo com disco de oxacilina, porém a oxacilina foi substituida pela
cefoxitina, que parece induzir de forma mais potente a expressdao do gene ligado a resisténcia. O teste com
cefoxitina passou a substituir o com oxacilina em 2006, que foi considerado um teste menos seguro (CLSI,
2017).

A resisténcia a meticilina estd associada a presenca do gene mecA, que € responsavel pela alteracido na
codificacdo da proteina de ligac@o a penicilina (PBP2a) presente na parede celular bacteriana (Cain, 2013).
Historicamente, os estafilococos tém demonstrado resisténcia a cefalosporinas e outros antibidticos [3-
lactamicos, devido a baixa afinidade desses farmacos a PBP2a modificada (Kosowska-Shick, 2010).

Ha evidéncias de que o gene mecA originou-se no Staphylococcus sciuri, com provavel transferéncia
horizontal para o S. aureus e outras espécies de estafilococos, inclusive para aquelas que afetam pele e
ouvido de cées, como o S. pseudintermedius e o S. schleiferi (Wu et al., 1996; Bemis et al., 2006). Também
h4 relatos de transmissdo entre humanos e cdes de MRSA, além da presenca desses microrganismos em
porcos e cavalos (Weese & van Duijkeren, 2010) e de cdes transmitindo MRSP para humanos (Lozano et
al. 2017).

Segundo o CLSI (2017), qualquer cepa portadora do gene mecA deve ser reportada como resistente a
meticilina, pois outros mecanismos de resisténcia a meticilina sdo raros (Petersen et al., 2013). Também
segundo o CLSI (2017), qualquer cepa resistente a cefoxitina, deve ser considerada resistente a meticilina
e reportada como resistente a todos os B-lactamicos.

Ao contrario de outros B-lactimicos, que possuem baixa afinidade com a PBP2a, ensaios competitivos t€ém
demonstrado elevada afinidade da ceftarolina ao dominio alostérico da PBP2a do MRSA, sendo capaz de
provocar uma mudanga conformacional, o que causaria uma exposi¢do de um local ativo de ligacdo com o
antibidtico, que permite que uma segunda molécula de ceftarolina se ligue ao sitio de acdo, bloqueando sua
atividade (Kosowska-Shick et al. 2010). Entretanto, apesar de sua importiancia em medicina veteriniria e
potencial zoondtico, ndo ha registro de resisténcia a ceftarolina em MRSP portadores do gene mecA em
amostras oriundas de cdes e que também sdo resistentes a meticilina.
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Os objetivos desse trabalho foram comparar a resisténcia de cepas de MRSP portadoras do gene mecA
provenientes de ouvidos com aquelas provenientes da pele de c@es; comparar a sensibilidade da oxacilina
com a da cefoxitina no método da disco-difusdo para o diagndstico de resisténcia a meticilina nestas cepas;
avaliar a resisténcia estafilocdcica a ceftarolina destas amostras de MRSP coletadas de cdes com foliculite
e/ou otite externa.

MATERIAL E METODOS

1. Selecao de amostras

Trinta e cinco cepas de S. pseudintermedius, sendo 9 provenientes de ouvido e 26 de pele foram isoladas
de secrecdo de ouvido e de pele de cdes com avaliacdo citoldgica positiva para bactérias cocdides atendidos
no servico de Dermatologia do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMGQG),
durante o periodo de abril a outubro de 2013,

Nesse periodo, foram realizadas provas bioquimicas para identificacdo fenotipica de membros do
Staphylococcal intermedius group (SIG) conforme descrito anteriormente (Quinn, 2011) e PCR para
identificacdo genotipica de S. pseudintermedius conforme Botoni et al. 2016. Todos os tutores assinaram o
Termo de Consentimento Livre Esclarecido para que as amostras pudessem ser colhidas dos cées.

2. Extracao do DNA

Cepas de MRSP foram cultivadas em placas de Petri contendo 4gar Mueller-Hinton e uma coldnia de cada
uma dessas placas foi coletada com auxilio de uma alca de platina e inoculadas em tubo tipo Eppendorf
contendo 20 pl de dgua Mili-Q. Os tubos foram aquecidos, em banho-maria, até a temperatura de 100°C
por 15 minutos e depois centrifugados a 60rpm, na poténcia de 10 MA por 5 minutos. O sobrenadante foi
coletado com auxilio de micropipeta e utilizado como amostra pura de DNA.

3. Identificacdo do gene mecA

Ap6s identificacao fenotipica, todas as amostras foram submetidas a reacdo da cadeia da polimerase (PCR)
para identificacdo do gene mecA, utilizando os primers F:5’ACTGCTATCCACCCTCAAC3’,
R:5"CTGGTGAAGTTGTAATCTGG3, conforme descrito por Merothra et al. (2000).

Foram utilizadas amostras de S. pseudintermedius MRSP 3279 e de S. aureus USA 100 para controle
positivo e solucdo de amplificagc@o isenta de DNA para controle negativo. As amostras foram fotografadas
em camara escura sob luz UV.

4. Testes de susceptibilidade

O método utilizado para verificacio da susceptibilidade antimicrobiana foi o da disco-difusdo preconizado
pelo CLSI (2013, 2017).

Cada amostra estafilococica portadora do gene mecA foi transferida para um tubo contendo 3mL de caldo
Mueller-Hinton e incubada a 35°C até alcangar a turbidez padrdo de 0,5 da escala de McFarland (Bannoehr
e Guardabassi, 2012), sendo entdo foram semeadas em placas contendo 4mm de altura de dgar Mueller-
Hinton adicionadas de discos impregnados com os antibidticos: ceftarolina 30ug (HardyDisk ™ ), oxacilina
1ug e cefoxitina 30ug (Laboratério DME®). Ap6s incubagdo por 24 horas, os halos formados ao redor dos
discos foram medidos, com auxilio de régua milimetrada e classificados como resistente ou susceptivel
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conforme o CLSI de 2017 para S. aureus no caso da cefoxitina e ceftarolina, e conforme o CLSI de 2013
para oxacilina. Para cefoxitina os valores adotados foram: resistente <21mm e susceptivel >22mm; para
ceftarolina: resistente <20mm e susceptivel >24mm; e para oxacilina: resistente <17mm e susceptivel
>18mm.

5. Analise estatistica

Para a anélise estatistica foram utilizados os testes Qui-quadrado de Pearson para igualdade de proporgdes.
O nivel de significancia utilizado nas decisdes dos testes estatisticos foi de 5%. As andlises estatisticas
foram realizadas utilizando o programa estatistico "SAS — Statistical Analysis System" (SAS Institute Inc.,
2000).

O coeficiente V de Cramér foi utilizado para avaliar a intensidade de associagdo entre as varidveis
estudadas.

RESULTADOS

Das amostras coletadas 26 foram provenientes da pele de cdes com foliculite e 9 do ouvido de cies com
otite externa.

Sabendo-se que todas as 35 amostras foram previamente identificadas como portadoras do gene mecA, ou
seja, consideradas resistentes a meticilina, houve diferentes amostras demonstrando sensibilidade aos
diferentes antibidticos. Das amostras analisadas, 5,71% (2/35) mostraram-se susceptiveis a oxacilina e
2,86% (1/35) susceptiveis a cefoxitina, sendo que nenhuma amostra susceptivel a cefoxitina foi susceptivel
a oxacilina e vice-versa. Todas as amostras que apresentaram sensibilidade a cefoxitina e a oxacilina foram
obtidas da pele dos cdes que apresentavam foliculite e todas elas também se mostraram susceptiveis a
ceftarolina. O nimero de amostras resistentes a ceftarolina foi 11/35 (31,43%). Das amostras resistentes a
ceftarolina, 27,27% (3/11) foram provenientes de ouvido de cdes e as demais (8/11), provenientes da pele
(tab.1).

O numero de amostras resistentes e susceptiveis a cada um dos antibidticos estd demonstrado na Tab.2.

Tabela 1. Valores de resisténcia e susceptibilidade de MRSP a ceftarolina em amostras coletadas da pele e
ouvido de cies dermatopatas.

SUSCEPTIVEL RESISTENTE p-value
N % N %
Pele 18 69,23 8 30,77 <0.0001
Ouvido 6 66,67 3 33,33 <0.0001

Tabela 2. Valores de resisténcia a cefoxitina, oxacilina e ceftarolina do MRSP.

SUSCEPTIVEL RESISTENTE p-value
N % N %
Cefoxitina 01 2,86 34 97,14 <0.0001
Oxacillina 02 5,71% 33 94,29 < 0.0001
Ceftarolina 24 68,57 11 31,43 < 0.0001

O valor encontrado para o V de Cramér foi de 0,5, sendo considerado uma associagdo forte
entre a resisténcia aos trés antibidticos.
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DISCUSSAO

No presente trabalho, para efeito de comparacao, foram realizados o método da disco-difusdo com
cefoxitina, teste preconizado pelo CLSI (2017) para S. aureus e o da disco-difusao com oxacilina,
método ainda utilizado em larga escala para S. aureus e considerado teste padrdo para S.
pseudintermedius pelo CLSI veterinario de 2013. A cefoxitina mostrou-se mais sensivel ao teste,
com 34/35 (97,14%) do que a oxacilina que apresentou 33/35 (94,29%) de amostras resistentes.
Todas as 35 cepas possuiam confirmagdo de resisténcia a meticilina/oxacilina através do teste
padrdo ouro para a detec¢do, o PCR para identificar a presen¢a do gene mecA (Velasco et al., 2005;
Mimica et al., 2007). Avaliagdes comparando o disco de cefoxitina e o disco de oxacilina ja
demonstraram alta especificidade dos dois discos, com maior sensibilidade do primeiro em
trabalho realizado por Velasco et al. (2005) e resultado contrario encontrado em trabalho realizado
por Mimica et al. (2007). No presente trabalho, os dois antimicrobianos também apresentaram boa
especificidade com maior sensibilidade para a cefoxitina, que € o método atualmente adotado pelo
CLSI para S. aureus, porém ainda com pequena margem de erro (2,86%). Com relacio a oxacilina,
o tamanho do halo adotado na predic¢ao da resisténcia, foi de <17mm conforme preconiza o CLSI
(2013), tendo sido encontradas 2/35 (5,71%) amostras susceptiveis. A apresentacdo de cepas
susceptiveis também pode significar que, mesmo na presenga do gene mecA, a resisténcia pode
ndo ser expressa, sendo talvez necessario que laboratorios optem por um segundo teste em casos
de infecgdes graves e resultados que indiquem sensibilidade.

Outros trabalhos compararam a resisténcia a oxacilina pelo método da disco-difusdo e a presenga
do mecA em cepas de estafilococos coletados de caes, Kania ef al. (2004) encontraram amostras
susceptiveis a oxacilina e portadoras do gene, enquanto Bemis et al. (2006) e Bemis et al. (2009),
observaram a presenca do gene mecA em todas as amostras de estafilococos resistentes a oxacilina.
Os trabalhos que obtiveram 100% de resisténcia, o didmetro do halo adotado foi <17mm, adotado
pelo CLSI entre 2004 e 2008 e pelo CLSI de 2013 que padroniza os testes de disco-difusdo para
microrganismos presentes em animais, enquanto naqueles em que cepas apresentaram-se
susceptiveis, o didmetro adotado para resisténcia a oxacilina foi <10mm. No presente trabalho, as
amostras foram submetidas ao teste de disco-difusdo ap6s a identificacdo do gene mecA, portanto,
era sabido que todas as amostras eram carreadoras do gene mecA, mesmo assim apresentando
cepas susceptiveis, diferente do que ocorreu nos trabalhos de Bemis et al. (2006) e Bemis et al.
(2009), que selecionaram as amostras pelo teste de disco-difusdo e entdo pesquisaram a presenga
do gene, possivelmente nesses trabalhos, cepas portadoras do gene foram descartadas.

Em caes, o principal agente causador de foliculite bacteriana e otite externa é o S.
pseudintermedius, no entanto, o aumento da incidéncia desses microrganismos resistentes a
meticilina na dltima década, vem tornando os tratamentos com B-lactamicos ineficazes, além de
essas bactérias serem, frequentemente, resistentes a multiplas classes de antimicrobianos (Bemis
et al., 2009).

O uso de ceftarolina em animais nao € reportado, portanto nao ha relatos de resisténcia nos testes
de susceptibilidade com esse antimicrobiano em estafilococos presente na pele e mucosas de caes
(Sader et al. 2016). Do MRSP, até entdo, ndo havia relatos de resisténcia, (Bannoehr e
Guardabassi, 2012), e sabendo-se das similaridades entre essa bactéria e 0 MRSA, a busca por
alternativas como a ceftarolina, faz-se necesséria, porém os resultados encontrados no presente
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estudo ndo sdo animadores, ja que 31,43% (11/35) dos estafilococos apresentaram resisténcia a
este farmaco, valores bem mais elevados do que aqueles encontrados na resisténcia do MRSA em
humanos, que ficam entre 0 e 3% (Sader et al., 2015).

A capacidade de a ceftarolina ligar-se a PB2a modificada € o grande diferencial em comparacao
com os demais B-lactamicos (Kosowska-Shick et al. 2010), porém também a capacidade de
mutacdo e adaptacdo dos S. pseudintermedius presentes em cades ¢ equiparada a do S. aureus, ja
que linhagens muito proximas dessas bactérias t€ém sido identificadas (Bannoehr e Guardabassi,
2012). Cepas de S. aureus resistentes a ceftarolina provenientes da Tailandia, possuiam corpo
genético muito semelhante, o que sugere uma propagacao clonal (Alm et al., 2014), o mesmo pode
ter ocorrido no caso do presente trabalho, ja que todas as cepas foram coletadas de caes de uma
mesma comunidade, o que justificaria a alta taxa de resisténcia para o S. pseudintermedius.

A grande preocupacdo € o que pode ter gerado esta resisténcia, jad que a ceftarolina é um
antimicrobiano que ainda ndo estd sendo utilizados em caes. A melhor teoria é de que, com a
proximidade entre humanos e seus animais de estimacao, a transferéncia genética da resisténcia
entre populacdes de MRSA e MRSP j4 tenha ocorrido.

CONCLUSOES

Nao houve diferenca significativa entre os valores de resisténcia encontrados em amostras
coletadas do ouvido daquelas coletadas da pele dos animais.

S. pseudintermedius portadores do gene mecA possuem mais de 90% de resisténcia a cefoxitina e
a oxacilina.

Os dois antimicrobianos, cefoxitina e oxacilina, utilizados no método da disco-difusdo para a
deteccao da resisténcia a meticilina, sdo susceptiveis, tendo a cefoxitina maior sensibilidade.

A taxa de resisténcia do S. pseudintermedius a ceftarolina (33,31%) € considerada alta, ja que ndo
havia relatos, até entdo, de resisténcia desse microrganismo.
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CONSIDERACOES FINAIS

A preocupacio com a resisténcia antimicrobiana é um assunto que gera intimeras discussdes na comunidade
cientifica, j que ha controvérsias no que diz respeito a forma de combate aos microrganismos. Qual seria
a melhor alternativa? Buscar antibidticos e quimioteraticos, mais potentes e/ou com mecanismos de acio
diferentes ou utilizar outras alternativas como o uso de antissépticos?

Dezenas de novos antimicrobianos de diversas classes t€ém sido desenvolvidos nos ultimos anos com o
intuito de combater bactérias tanto Gram-positivas, quanto Gram-negativas multirresistentes, resistentes a
meticilina e resistentes a vancomicina. Somente nos udltimos cinco anos foram aprovados pela FDA
quinolonas (besifloxacino, delafloxacino, nemonofloxacino), carbepenémicos (doripenem, panipenem,), 3-
lactdmicos (avibactam, tazobactam, relebactam), cefalosporinas (ceftadizina, ceftozolona, ceftobiprole),
glicopeptideos (dalbavancina, oritavancina, telavancina), além do tedizolide, que é uma oxazolidinona,
classe mais recente de antimicrobianos que até entdo tinha como tnico representante a linezolida.
Ceftarolina fosamila, aprovado pela FDA em 2012, apesar de ndo possuir relatos de resisténcia superiores
a 4% por MRSA, apresentou alta resisténcia pelo MRSP, quando o teste da disco-difusdo é realizado com
os parametros para S. aureus. Sabendo-se que medica¢cdes humanas geralmente passam a ser utilizadas em
animais de estimacdo, e que Staphylococcus spp. resistentes a meticilina séo causadores de dermatopatias
cronicas e recorrentes em caes, a necessidade da padronizacdo dos testes de resisténcia a ceftarolina para S.
pseudintermedius, faz-se presente.

No caso de animais com otite, h4 possibilidade do uso de PLA, pois além de sua ac¢do priméria de limpeza
auricular, possuem acdo antimicrobiana. Como ndo hi relatos de mecanismos de resisténcia aos
antissépticos, esta seria uma alternativa em casos de otites externas ndo complicadas.

O pero6xido de hidrogénio, ou o seu aduto, o peroxido de carbamida, embora possua controvérsias sobre a
sua capacidade ototoxica em caso de perfuracdo timpanica, € uma op¢ao segura para casos de membrana
intacta.
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ANEXO - Certificado CEUA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n®. 246 / 2013, relativo ao projeto intitulado “Frequéncia de Staphylococcus
pseudintermedius resistentes a meticilina em caes portadores de otite externa”, que tem como responsavel
Adriane da Costa Val Costa-Val, esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pela
Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunisio de 05/09/2013. Este
certificado espira-se em 05/09/2018.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n2. 246 / 2013, related to the Project entilted “Frequency of methicillin-
resistant Staphylococcus pseudintermedius in dogs with otitis externa”, under the supervision of Adriane da Costa
Val Costa-Val, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics
Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 05/09/2013. This certificates expires in
05/09/2018.

FRANCISNETE GRACIANE ARAUJO MARTINS
Coordenador(a) da CEUA/UFMG

Belo Horizonte, 05/09/2013.
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