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RESUMO

A otite externa canina € uma enfermidade de cunho multifatorial que tem como agentes
etioldgicos diferentes agentes bacterianos, micoticos e &caros. Animais de abrigo apresentam
maior propensdo a enfermidade em funcdo de diferentes fatores de risco que incluem a alta
densidade populacional, fatores estressantes que causam imunodebilidade, traumas, dentro
outros. A modulacdo dos fatores de risco e o tratamento constituem as principais ferramentas
para o controle da doenga. Porém, o uso empirico e indiscriminado de antimicrobianos
aceleraram o processo natural de resisténcia, que vem se tornando um problema de grande
preocupacdo na saude coletiva, considerando que muitos dos agentes causais da enfermidade
apresentam potencial zoonotico, o que demanda a busca por métodos alternativos de tratamento.
Devido as suas propriedades antimicrobianos, os 6leos essenciais apresentam potencial de uso
nestes casos. Neste contexto, os objetivos deste trabalho foram determinar a prevaléncia da otite
em uma populagdo canina de um abrigo coletiva, identificando os agentes envolvidos na
etiologia dos casos e avaliar in vitro a suscetibilidade dos mesmos aos antibidticos convencionais
por meio do teste de difusdo em discos e aos 6leos essenciais de Capim Lim&o (Cymbopogon
citratus), Cravo da India (Eugenia caryophyllata), Canela Céssia (Cinnamomum cassia), Tomilho
(Thymusvulgaris) e Melaleuca (Melaleucaalternifolia), por meio do teste de microdiluigdo em
caldo para determinar a concentracdo inibitéria minima. O estudo demonstrou alta prevaléncia de
otite canina nos animais do abrigo (90,83%), sendo os principais microrganismos identificados
Malassezia spp. (90,32%), seguida de Otodectes cynotis (33,87%), Staphylococcus Coagulase
Positiva (SCP) (24,19%), do qual foram identificadas a espécie Staphylococcus
pseudintermedius, Staphylococcus aureus e outros SCP, e Staphylococcus Coagulase Negativa
(SCN) (14,52%). Os testes de suscetibilidade aos antibi6ticos convencionais apontaram altas
taxas de resisténcia (38,84%) e a existéncia de isolados multidroga resistentes. Entre os 0leos
essenciais testados, Canela Cassia e Tomilho apresentaram a maior a¢do antimicrobiana, com
valores de MIC50 de 3,47uL/mL e 7,3 pL/mL, respectivamente. Os demais 6leos, embora
tenham apresentado agdo antimicrobiana in vitro, exibiram valores mais elevados de CIM50.
Niveis mais elevados de resisténcia foram observados entre os SCP em relacdo aos SCN, tanto
para os antibioticos quanto para os 6leos essenciais. De forma geral, nossos resultados apontaram
altas taxas de prevaléncia para a otite na populacao canina estudada, o que salienta a necessidade
de adogdo de medidas preventivas para mitigar a enfermidade, e altas taxas de resisténcia de
entre os agentes bacterianos isolados, principalmente Staphylococcus pseudintermedius e
Staphylococcus coagulase negativos, frente aos antimicrobianos convencionais, fator de grande
preocupacdo, visto que se trata de agentes com potencial zoondtico e que, portanto, podem
ocasionar ricos a saude publica. Os 6leos essenciais de Canela Cassia (Cinnamomum cassia) e
Tomilho (Thymus vulgaris) apresentaram boa eficiéncia antimicrobiana nos testes in vitro,
demonstrando ser uma alternativa a ser avaliada in vivo para o tratamento da otite canina.

Palavras-chave: Otopatias; Staphylococcus pseudintermedius; Malassezia; Otodectes cynotis;

fitoterapicos; 6leos essenciais; resisténcia a antimicrobianos.



ABSTRACT

Canine otitis externa is a multifactorial disease whose etiological agents are different bacterial,
mycotic and mites. Shelter animals are more prone to illness due to different risk factors that
include high population density, stress factors that cause immunodeficiency, trauma, among
others. Modulation of risk factors and treatment are the main tools for disease control. However,
the empirical and indiscriminate use of antimicrobials has accelerated the natural process of
resistance, which has become a problem of great concern in public health, considering that many
of the causal agents of the disease have zoonotic potential, which demands the search for
alternative methods of treatment. Treatment. Due to their antimicrobial properties, essential oils
have potential for use in these cases. In this context, the objectives of this work were to
determine the prevalence of otitis in a canine population of a collective shelter, identifying the
agents involved in the etiology of the cases and to evaluate in vitro their susceptibility to
conventional antibiotics through the disc diffusion test and to essential oils of Lemongrass,
Clove of India, Cinnamon Cassia, Thyme and Melaleuca , through the broth microdilution test to
determine the minimum inhibitory concentration. The study showed a high prevalence of canine
otitis in shelter animals ( 90.83 %), WITH Malassezia being the main microorganisms identified.
spp . (90.32%) , followed by Otodectes cynotis ( 33.87 % ), Staphylococcus positive coagulase
(SCP) (24.19%) , FROM WHICH THE Staphylococcus species was identified pseudintermedius ,
Staphylococcus aureus and other SCP, and Staphylococcus Negative Coagulase (SCN) (14.52%).
Susceptibility tests to conventional antibiotics showed high rates of resistance (38.84%) and the
existence of resistant multidrug isolates. Among the essential oils tested, Canela Cassia and
Thyme showed the highest antimicrobial action, with MIC50 values of 3.47 pL /mL and 7.3 pL
/mL , respectively. The other oils, although they showed antimicrobial action in vitro , showed
higher values of MIC50. Higher levels of resistance were observed among SCPs than SCNs,
both for antibiotics and essential oils. In general, our results showed high prevalence rates for
otitis in the studied canine population, which highlights the need to adopt preventive measures.
to mitigate the disease, and high rates of resistance among isolated bacterial agents, mainly
Staphylococcus pseudintermedius and Staphylococcus coagulase negative, compared to
conventional antimicrobials, a factor of great concern, since they are agents with zoonotic
potential and that, therefore, can cause risks to public health. Cassia cinnamon and lemongrass
essential oils showed good antimicrobial efficiency in in vitro tests , proving to be an alternative
to be evaluated in vivo for the treatment of canine otitis.

Keywords: Otopathies; Staphylococcus pseudintermedius; Malassezia; otodects cynotis; herbal

medicines; essencial oils; antimicrobial resistance.
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1. INTRODUCAO

A otite, uma das enfermidades mais prevalentes em caninos, é caracterizada por intenso
prurido, meneio cefalico, odor fétido e eritema no pavilh@o auricular (TEIXEIRA et al., 2019).
Esta enfermidade pode ser classificada como externa, média ou interna, dependendo da
localidade e das estruturas acometidas (MOREIRA, 2011). Trata-se de uma afeccdo que tem
etiologia multifatorial, geralmente tendo o envolvimento de agentes bacterianos, fungicos e

parasitos.

De uma maneira geral, o tratamento da otite € topico, exceto em casos mais graves, e
varia de acordo com a etiologia do caso. O tipo de agente encontrado nos exames
complementares é que vai direcionar o médico veterinario responsavel para o melhor
antimicrobiano para o caso especifico (TEIXEIRA et al., 2019). Como em quase todos 0s casos se
faz 0 uso de antimicrobianos, é de extrema importancia a utilizacdo correta e responsavel dos
mesmos, tanto para a eficacia do tratamento em si como para minimizar as implicacfes
relacionadas com a resisténcia na saude coletiva. Quando usados de maneira indiscriminada, sem
controle e sem indicacdo correta, esses farmacos aceleram o processo de resisténcia
antimicrobiana. A resisténcia bacteriana € uma preocupacao cada vez maior na area da salde,
poisa mesma estd ocorrendo de maneira muito mais acelerada do que a descoberta e
desenvolvimento de novos antimicrobianos (HECK, 2007). O fenbmeno é agravado ndo somente
pelo uso indiscriminado na medicina humana, mas também pela falta de controle de utilizacédo
destes farmacos na medicina veterindria, uma vez que somente agora legislacbes que
regulamentam o uso dos mesmos estdo em vigor e, até entdo, € comum o uso indiscriminado de
antimicrobianos. Uma das formas de promover a desaceleracdo do processo de resisténcia é
através da realizacdo de exames complementares e testes de suscetibilidade aos antimicrobianos,
pois sdo de grande importancia para se identificar o medicamento adequado para cada
microrganismo e monitorar a resisténcia a esses farmacos. Outra forma de se mitigar o problema
da resisténcia aos antimicrobianos é a busca por farmacos alternativos. Nesta linha, podem ser
relacionados os Oleos essenciais (FERREIRA; PINTO, 2010), uma vez que diversos estudos
destacam, dentre outras caracteristicas, suas propriedades antimicrobianas. O uso de Oleos
essenciais como forma de tratamento alternativa poderia, portanto, auxiliar na cura de algumas
infeccOes, evitando o uso de antimicrobianos classicos e retardando, desta forma, o problema da

resisténcia.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Otite canina

A otite canina é um processo inflamatorio de casuistica significativa na clinica de
pequenos animais, representando cerca de 10 a 20% dos casos de atendimentos na clinica
ambulatorial (KORBELIK et al., 2018). Trata-se de uma enfermidade que se caracteriza por dor,
prurido intenso, secrecdo no pavilhdo auricular, odor fétido, eritema e meneio cefalico
(TEIXEIRA et al., 2019). Esta enfermidade é de carater geralmente agudo, porém se ndo tratada
adequadamente, pode evoluir para cronicidade, atingindo estruturas mais profundas do conduto
auditivo, evoluindo para otite média ou até mesmo interna, podendo desencadear sinais
neuroldgicos (MOREIRA, 2011).

A otite é ocasionada por fatores que irritam as estruturas auriculares, sendo estes
classificados em predisponentes primarios, secundarios ou persistentes (HOSSEINI, 2012).
Alguns autores, como Korbelick (2018) e Jacobson (2002) incluem os fatores predisponentes como
causa primaria. Como fatores predisponentes ou primarios podem ser citados a raca, orelhas
pendulares, umidade excessiva, producdo excessiva de cerimen, pelos dentro do pavilhdo
auditivo, estruturas auriculares estreitas, corpos estranhos, parasitas como a sarna otodécica e
doencas como a dermatite a topica ou hipersensibilidade alimentar (JACOBSON, 2002). Estes
fatores proporcionam um ambiente propicio para proliferacdo microbiana, tanto fungica quanto
bacteriana. Esses patdgenos podem ser componentes da prépria microbiota e sdo responsaveis
pela evolucdo do processo que pode ser primariamente inflamatdrio, evoluindo para infeccioso
(OLIVEIRA et al., 2012).

A otite canina é, portanto, de etiologia multifatorial, tendo o envolvimento de agentes

microbianos, como bactérias, fungos e parasitos.

2.1.1 Agentes causais da otite canina

Os agentes bacterianos, micaticos e parasitarios mais comumente envolvidos na etiologia
da otite canina sdo encontrados em ambito mundial. Entre os agentes bacterianos, destacam-se
Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus aureus, Proteus spp. e Pseudomonas
aeruginosa (OLIVEIRA, et al., 2005; SANTOS et al., 2019). Entre os agentes flngicos, destacam-se
Malassezia paquidermatis, Aspergillus spp. e Candida albicans. Quanto aos parasitos, 0
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principal é o acaro Otodectes cynotis, agente causador da sarna otodécica (ARTHER et al., 2015;
POSSEBON; KAISER; MARTINS, 2015).

2.1.2 Género Staphylococcus

O género Staphylococcus é composto por mais de 50 espécies, das quais algumas tem
sido mais associadascom as infec¢des otoldgicas em caninos, incluindo S. pseudintermedius, S
aureus e S. epidermidis. S. aureusde maior importancia, capaz de causar ndo somente a otite,
mastambém infeccbes como as dermatite e a mastite (ROSSI; PEREIRA; GIAMBIAGI-
DEMARVAL, 2020).

Staphylococcus sdo bactérias Gram-positivas com morfologia de cocos em cachos
(organizados como ‘“cachos de uva”)que apresentam metabolismo aerébico ou anaerdbico
facultativo (QUINN et al., 2005). Podem ser classificadas em espécies coagulase positiva e
negativa, de acordo com a capacidade de produzir a enzima coagulase, responsavel pela
formacdo de coagulos sanguineos (ROSSI; PEREIRA; GIAMBIAGI-DEMARVAL, 2020).
Staphylococcus aureus e Staphylococcus pseudintermedius sdo as principais espécies deste

género envolvidas em afec¢des dérmicas de caninos (SANTOS, 2019).

Staphylococcus aureus é um agente oportunista comumente encontrado na microbiota da
pele e mucosas de animais e de seres humanos, sendo um agente oportunista responsavel por
infeccbes como furdnculos, celulite e pneumonia. Este agente estd também envolvido em
endocardite infecciosa, sepse e choque toxico. Dentre os fatores de viruléncia esta espécie,
destacam-se 0s superantigenos estafilocdcicos e a capacidade de formacdo de biofilmes (LOPES,
2018; TAYLOR, 2020).

Staphylococcus pseudintermedius, por sua vez, é o agente predominante na otite canina,
tendo também marcante participacdo nas infeccbes de pele em cdes (TRIANI, 2019). Além de
ampla atuacdo nos processos infecciosos, as bactérias do género Staphylococcus vem
demonstrando cada vez mais resisténcia aos antimicrobianos, como € o caso de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (MRSA), agente de importancia na saide coletiva em ambito
mundial. Estes microrganismos geralmente apresentam taxas elevadas de resisténcia,
principalmente aos antibidticos betalactdmicos, sendo susceptiveis apenas aos antimicrobianos

glicopeptidicos, como a vancomicina e a substancias experimentais (ENRIGHT et al., 2002).
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2.1.3 Género Proteus

As bactérias do género Proteus pertencem a familia Enterobacteracea e, sendo as espécies
divididas em Proteus mirabilis, Proteus penneri, Proteus vulgaris e Proteush auseri,
destacando-se P. mirabilis e P. vulgaris no que se refere ao envolvimento em processos
infecciosos (DRZEWIECKA, 2016). Estes microrganismos se caracterizam como bastonetes Gram
negativos que apresentam um mecanismo de deslocamento impar, chamado de “mecanismo de
enxame” (SCHAFFER; PEARSON, 2017). Esse mecanismo atua na morfologia da bactéria.
Quando este agente estda em meio liquido, apresenta flagelos, facilitando dessa forma sua
locomocéo. Porém, em meio solido, esses flagelos tornam-se ineficazes para o deslocamento, e
entdo é ativado o mecanismo de enxame, que nada mais € que a sinalizagdo entre células para
diferenciacdo de sua morfologia, saindo da forma de bastonetes curtos e com poucos flagelos
para células alongadas e hiperflageladas, as quais por meio dessa comunicacdo conseguem se
deslocar para fora do ponto de inoculagdo. Esse fendmeno, portanto, deixa marcas caracteristicas
nas placas de meio de cultura, que sdo os anéis (KWIL et al., 2013).

Além do mecanismo de enxame, essas bactérias possuem a capacidade de producdo de
uréase, a qual hidrolise a ureia, formando aménia e dioxido de carbono, alcalinizando o meio.
Produz também sulfeto de hidrogénio e em testes laboratoriais mostram-se lactose e indol-
negativos (SCHAFFER; PEARSON, 2017).

Apesar de estar presente de forma natural no organismo de animais domésticos e
selvagens, Proteus pode ter envolvimento no processo de otite canina (principalmente Proteus
mirabilis), além de infeccdes urindrias em seres humanos e em caninos (ZAPPA, 2015). As
bactérias deste género sdo consideradas agentes oportunistas, uma vez que causam
infeccdo/doenca apenas em hospedeiros que apresentem queda de imunidade (SONGER; POST;
2005; MURRAY et al., 2007). Outra caracteristica importante das bactérias deste género é sua

proliferacdo em matéria organica em decomposicdo (DRZEWIECKA, 2016).

2.1.4 Género Pseudomonas

Pseudomonas € uma bacteria Gram negativa com aspecto morfologico de bastonete que
apresenta metabolismo aerdbico. Este agente geralmente causa infeccbes nosocomiais em
individuos imunocomprometidos, estando associado a ferimentos cutaneos e queimaduras, ao
uso continuo de medicacdo intravenosa, transplantes de 6rgéos, fibrose cistica e leucemia aguda
(OCHOA, 2013).
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Ogénero Pseudomonas apresenta uma gama de espécies, das quais destacam-se P.
aeruginosa, P. alcaligenes, P. fluorescens, P. chlororaphis, P. ovalis e P. putida. Podem
apresentar diferentes tipos de caracteristicas, como acumulo de granulos de poli-B-
hidroxibutirato dentro da célula (PHB) em ambientes com baixa concentracéo de nitrogénio, ou
polihidroxialcanoatos em fontes de carbono (PHA), além de presenca de flagelos e pili em
algumas especies (PALLERONI; NORTH CALDWELL, 2015).

A espécie Pseudomonas aeruginosa tem sido associada a quadros de septicemia, otite
externa, meningite, endoftalmite e também pneumonia (LIMA et al., 2016; OCHOA, 2013). Além
disso, é uma bactéria com alta resisténcia a antimicrobianos, por produzir enzimas beta-
lactamases e metalo-beta-lactamases que desencadeiam multirresisténcia as drogas
(FIGUEIREDO, 2007).

2.1.5 Género Malassezia
Malassezia ¢ um género de leveduras da classe dos basidiomicetos que se caracterizam

por um formato oval, conhecido por forma de ‘“chinelinho”. Estas leveduras sdo lipofilicas,
utilizando-se da gordura presente na pele como substrato, o que determina o aspecto
engordurado nos sitios de infeccdo onde estdo presentes (THEELEN et al., 2018).

Uma vez que pertence a microbiota epidérmica natural, este agente tem carater
oportunista, estando associado a infeccbes em individuos imunossuprimidos (CHANUSSOT;
ARENAS, 2006). Encontrando condicbes para se multiplicar, o agente pode causar doengas
dermatologicas como a pitiriase versicolor, conhecida como “pano branco”, foliculite, dermatite
atopica, caspa e psoriase em humanos, e a otite e dermatite seborréica ou caspa em animais
(THEELEN et al., 2018).

Atualmente, sdo conhecidas 17 espécies de Malassezia, das quais a Malasssezia
pachydermatis é a mais frequentemente envolvida na etiologia da otite externa canina
(BISMARK et al., 2020). Além do envolvimento na otite, Malasssezia pachydermatis esta
frequentemente associada com quadros de micose cutdnea, uma das doencas fungicas mais
frequentes em cdes (MACHADO et al., 2004).

2.1.6 Género Candida
O género Candida é caracterizado por morfologia dimérfica que, dependendo das
condicdes de cultivo, podem se apresentar na forma de hifas ou de leveduras, as quais sao

visualizadas ao microscépio, pelas coloracdes de Gramou Giemsa (SERRACARBASSA; DOTTO,



17

2003), por panético rapido (RAMOS et al., 2017) e coloracdo de azul de algoddo (MENEZES;
CUNHA; CUNHA, 2012).

O género é composto por diferentes espécies como C. guilliermondii, C. tropicallis, C.
krusei, C. stellatoidea, C. parapsilosise C. albicans, sendo que esta Gltima espécie ocupa maior
destaque (LIMA et al., 2006). As principais espécies presentes nos quadros de otite externa em
caes sdo C. tropicallis C. parapsilosise C. albicans (EBANI et al., 2017).

Assim como Malassezia, os fungos do género Candida pertencem a microbiota natural da
pele e mucosas (SILVA; DIAZ; FEBRE, 2002), apresentando um carater oportunista tipico das
leveduras, que desencadeia quadros clinicos quando seu hospedeiro demonstra queda de
imunidade, tal como ocorre, por exemplo, na candidias e em seres humanos (CASTRO et al.,
2006).

2.1.7 Género Aspergillus

Aspergillus sdo fungos saprofitos, ou seja, obtém seus nutrientes a partir de matéria
organica morta ou em decomposicdo, sendo encontrados principalmente no solo e em detritos
organicos. Multiplicam-se por meio de conidios que se dispersam no ambiente e podem causar
infeccbes oportunistas na superficie da pele de individuos imunocomprometidos (COYNER,
2010).

Estes fungos tém envolvimento em processos alérgicos, quadros respiratérios e em uma
série de transplantes, como os de células-tronco hematopoiéticas, tendo destaque as espécies A.
terreus, A. fumigatus, A. flavuse A. niger (SINGH; PATERSON, 2005). No caso dos caes, estes
fungos geralmente provocam otite unilateral, sendo Aspergillus niger e Aspergillus terreusas
espécies mais comuns nesse tipo de afeccdo (GOODALE; OUTERBRIDGE; WHITE, 2016).

2.1.8 Género Otodectes

Diversos estudos apontam o envolvimento do acaro da espécie Otodectes cynotis na otite
canina (SOTIRAKI et al., 2001). Este agente pertence a familia Psoroptidae, é classificado como
um &caro ndo penetrante (DIENSTMANN, 2010) e tem participacdo em cerca de 50% dos casos
de otite externa.

Trata-se de um patdgeno que possui distribuicdo mundial, podendo ser encontrado em
qualquer lugar do globo. Este se alimenta dos detritos epidérmicos, se instalando na regido mais
superficial da pele e acumulando, dessa forma, cerimen semelhante a borra de café (ARTHER et
al., 2015).
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Este &caro acomete principalmente animais mais jovens e atua como fator predisponente
para infecgBes secundarias. Estas, quando ocorrem, podem levar ao rompimento da membrana
timpanica e agravamento para otite média, principalmente quando do envolvimento de bactérias
Gram positivas (FARKAS, 2007).

Para diagndstico de uma otite causada por Otodectes, alguns autores sugerem maior
eficacia diagnostica através de lavagem do pavilhdo auditivo com 6leo mineral e coleta deste
conteddo, pois, Segundo Sotiraki et al. (2001), a coleta de amostras por meio de sua

besotoldgicos pode ndo detectar o agente nos casos em que houver pequena carga do mesmo.

2.2 Diagnostico de otite externa

O diagndstico de otite é baseado no histérico do animal, levando em consideracéo
sintomas como prurido, odor, balancar a cabeca (meneio cefalico), dor, cabe¢a “tombada”,
esfregar face no chdo e até vocalizacdo, exame fisico, que envolve a inspe¢do com ajuda de um
otoscopio, o qual avalia presenca de inflamacdo, cerimen, corpos estranhos ou até exsudato no
canal auditivo e a membrana timpanica (se esta estd inflamada, rompida ou intacta), e por fim, a
realizacdo de exames complementares (LECCHI et al., 2020).

No que se refere aos exames complementares, hd uma série de recursos, dos quais
destacam-se a propria otoscopia, a radiografia, miringotomia, citologia e culturas fangicas e
bacterianas (KENNIS, 2013; LECCHI et al., 2020).

O exame de otoscopia consiste na visualiza¢do do conduto auditivo através do otoscépio
ou de uma micro camera (processo chamado video-otoscopia), a qual permite observar a
presenca ou nao de exsudatos e também avaliar a integridade da membrana timpanica. Esta

técnica auxilia também na observagéo de &caros (KENNIS, 2013).

Ja a radiografia € um procedimento que permite avaliar por meio de imagens a bula
timpanica, permitindo observar também se ha contetido no timpano, acometimento de estruturas
Osseas e/ou estruturas inflamadas. Ajuda também a diagnosticar presenca de possiveis tumores
(GOTTHELF, 2004).

A miringotomia, por sua vez, & um procedimento no qual é feita uma incisdo na
membrana timpanica com a finalidade de se drenar conteddos que possam estar causando
inflamac&o ou até mesmo pus derivado de uma otite média (SPSP, 2013). E importante para se
avaliar a possibilidade do agravamento do caso. O procedimento é feito com o animal

anestesiado, agulha propria para incisdo e catéter para suc¢do do contetdo e pode ocasionar
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alivio imediato da dor, caso haja comprometimento das estruturas do ouvido médio (GOTTHELF,
2004; SPSP, 2013).

Segundo Murphy (2001), um procedimento essencial para o diagnostico da otite é a
citologia. O exame citologico é um dos métodos mais faceis para se identificar os agentes
infecciosos envolvidos na enfermidade do individuo, podendo ser feito rapidamente pelo clinico
e evitando erros no diagnostico e tratamento, que podem desenvolver uma resisténcia aos
antimicrobianos e tornar o processo crénico (ANGUS, 2004). Consiste na coleta do contetdo
presente no pavilhdo auditivo do paciente com um suabe estéril, o qual é rolado numa lamina de
vidro e em seguida fixada em fogo e corada, geralmente por pandtico rapido (TEIXEIRA et al.,
2019). Depois de seca, a lamina é analisada no microscépio, permitindo a visualizacdo e

identificacdo dos agentes presentes no conteudo.

Por fim, outro método diagnostico muito usado é a cultura. Segundo (MADIGAN et al.,
2016) 0 meio de cultura € uma solucdo rica em nutrientes que proporciona um ambiente
favoravel para o crescimento de microrganismos. A partir desse crescimento é possivel realizar o
isolamento do (s) agente (s) e estuda-lo (s) de forma mais detalhada em laborat6rio. Existem
varios tipos de meio de cultura, os quais apresentam diferencas na composi¢do e proporcao de
nutrientes, podendo, dessa forma, inibirem ou proporcionarem o crescimento de determinados
microrganismos, caso estejam presentes na amostra em questdo. De forma geral, o exame
consiste na deposicdo da amostra no meio de cultura, seja por meio de estrias. Apds essa
deposicdo o meio fica em incubacdo por periodos de tempo e temperatura de acordo com as

caracteristicas do agente de suspeita do caso.

O meio mais utilizado para o isolamento de fungos é o Agar Sabouraud, e o agar Sangue
e agar Mac Conkey para o isolamento bacteriano. Apds o isolamento do agente, pode ser feito o
teste de suscetibilidade a antimicrobianos, para um melhor direcionamento do tratamento
(QUINN et al., 2005).

2.3 Tratamento da otite canina
O protocolo tradicional usado para o tratamento de otite € predominantemente tépico,
constituido pela limpeza auricular com ceruminolitico e aplicacdo de medicamentos topicos que
contenham anti-inflamatérios e antimicrobianos (TEIXEIRA et al., 2019). As classes de
antibioticos mais usadas nesse tipo de afeccdo sdo aminoglicosideos, quinolonas, polimixina B e

cloranfenicol (MUELLER, 2009). No grupo dos aminoglicosideos destacam-se a gentamicina, a
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neomicina e a tobramicina; e no das quinolonas tem destaque a enrofloxacina (OLIVEIRA et al.,
2005).

Quando ha o envolvimento de fungos na etiologia da afeccdo, o cetoconazol € a droga
mais utilizada (CASTRO et al., 2006). Ha protocolo sem que se utiliza o itraconazoloral associado

a lavagens auriculares com soro estéril e miconazol topico (GHIBAUDO, 2010).

No caso de otites causadas por Otodectes cynotis o tratamento indicado geralmente é
sisttmico, sendo os mais indicados a ivermectina, na sua forma oral ou subcutanea (na dosagem
de 0,03 mg por Kkg), ou ectoparasiticidasspot-on, como a selamectina, a combinagdo de
imidaclopride e moxidectina, ou também isoxazolina, que tem demonstrado boa eficiéncia
(SHANKS et al., 2000; SIX et al., 2000; FOURIE et al., 2003; NOLAN; LOK, 2012; YANG,;
HUANG, 2016). Em casos de cronicidade onde h& otite média ou casos que o tratamento ndo e
responsivo, indica-se intervencdo cirdrgica ao paciente (TER HAAR, 2014). Dentre 0s
procedimentos cirdrgicos mais comuns, destacam-se a resseccdo da parede lateral do canal

auditivo e ablacdo completa do canal ou apenas de sua parte superior (DOYLE et al., 2004).

Métodos alternativos para o tratamento das otites tém sido cada vez mais importantes
devido ao problema de resisténcia a antimicrobianos. Dentre estes métodos, destacam-se a
ozonoterapia, que vém trazendo resultados positivos (FRITZEN; TORTELLY; VONSOWSKI,
2018) e também o uso de Oleos essenciais. Freitas (2019) mostrou a eficacia do 6leo essencial de
Cravo da india em Staphylococcus pseudintermedius resistentes e sensiveis a meticilina e Neves
et al. (2013) demostraram que o Oleo de Melaleuca apresentou eficacia in vitro contra

Otodectescynotis.

2.4 Resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos é um fendbmeno crescente entre 0s agentes bacterianos
envolvidos em afeccBes em seres humanos e animais. Na medicina veterinaria, o fenbmeno tem
sido relatado entre patdgenos causadores de mastite em ruminantes (COSTA et al., 2013),
enteropatdégenos de suinos como Salmonella spp. e Escherichia coli (SILVA, SANTOS,
SCHMIDT, 2008), infec¢Oes otologicas em caninos (ISHII; FREITAS; ARIAS, 2011), dentre outras
afeccdes.Fatores como ouso indiscriminado de antibidticos, erros em protocolos terapéuticos e o
uso de antimicrobianos como promotores de crescimento tém contribuido para o agravamento do

problema.
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Os mecanismos mais comuns de desenvolvimento de resisténcia incluem as mutacoes,
plasmideos de resisténcia, bombas de efluxo multidrogas e a resisténcia adaptativa (BECERRA et
al., 2009). O incremento da resisténcia esta relacionado com o fato de os determinantes genéticos
de resisténcia geralmente estarem presentes em elementos genéticos moveis (plasmideos,
transposons, ilhas de patogenicidade, bacteri6fagos) que podem ser transferidos de uma bactéria
para outra, principalmente pelos fendmenos de conjugagdoe transducdo (FROST et al., 2005;
SNYDER; CHAMPNESS, 2007).

Para a espécie Staphylococcus pseudintermedius a baixa suscetibilidade aos
antimicrobianos € uma realidade preocupante, uma vez que ja foi constatada resisténcia a
meticilina em amostras de otite externa em cdes (DZIVA, 2015). Petrov (2013) demonstrou a
resisténcia de Staphylococcus spp. frente ao cloranfenicol e de Streptococcus a enrofloxacina e a
polimixina B. Pseudomonas aeruginosa, outro agente importante na otite externa, foi

classificada com resistente para fluoroguinolonas (HOSSEINI, 2012).

O fendbmeno da resisténcia ocorre de forma muito mais acelerada que a producdo de
novos compostos antimicrobianos. Tal fato gera grande preocupacdo, uma vez que pode se
atingir um patamar no qual ndo haja mais medicamentos eficazes e nem novos farmacos
disponiveis (HECK, 2007). Com a aceleragdo da resisténcia aos antimicrobianos, torna-se
necessaria a busca por terapias alternativas. Uma das alternativas bastante estudadas é o uso de

Oleos essenciais.

2.5 Oleos essenciais

Oleos essenciais s30 substancias que tém como base matéria prima vegetal (NAZARETH,
2012), podendo ser extraidos de folhas, sementes, cascas, flores e frutos. Sdo utilizados na
culinéria, producdo de cosméticos e também de medicamentos fitoterapicos (FERREIRA; PINTO,
2010). Apresentam uma composicdo muito complexa, sendo constituidos por dezenas ou até
centenas de diferentes compostos ativos. Esta vasta composicdo confere aos mesmos
propriedades terapéuticas fitoterdpicas, bacteriostaticas, antibidticas, antiflngicas, antivirais e
nutricionais, sendo que as acdes bacteriostaticas e antibidticas ocorrem por a¢do de compostos
terpendides, ou seja, compostos com diversas classes de substancias naturais (BURT, 2004).

Devido sua alta complexidade, os patdgenos geralmente levam muito mais tempo para
desenvolver resisténcia aos 6leos essenciais, comparativamente aos antibidticos convencionais, o
que endossa 0s estudos visando utiliza-los como medicamentos alternativos no tratamento de
infeccdes (ARAUJO, 2015).
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Alguns 6leos sdo comprovadamente eficazes para o controle de infec¢bes. Por terem
propriedades lipofilicas, sdo capazes de atravessar a membrana citoplasmatica do agente,
provocando um desequilibrio hidroelétrolitico em membranas hidrossoliveis (CAVALCANTI,
2011). Pode ocorrer também o aumento da permeabilidade da membrana bacteriana atraves de
principios ativos como o timol e o carvacrol (LAMBERT et al., 2001), 0 que permite maior
entrada de ATP, desencadeando a quelacdo de cétions (DI PASQUA et al., 2006), e outros
mecanismos como a chamada forca proéton-motriz, que provoca a desintegracdo de membrana,

coagulacao do contetdo celular, transporte ativo e até fluxo de elétrons (BURT, 2004).

Diversos estudos focando o uso de o6leos essenciais como forma alternativa para
tratamento de processos infecciosos tém demonstrado resultados promissores, como por exemplo
o0s estudos de Dal Pozzo et al. (2011) que utilizaram os 6leos essenciais de Lippia graveolens,
Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Salvia officinalis, Zingiber officinale, Rosmarinus
officinalis e Ocimum basilicum no tratamento de mastite em caprinos. Além deste estudo, podem
ser citados: Silvestri et al. (2010) que avaliaram a atividade antibacteriana de antioxidante do 6leo
essencial de Eugenia caryophyllata; Freire et al. (2014) estudaram a eficacia de Ocimum
basilicum, Thymus wvulgaris e Cinnamomum cassia contra Streptococcus mutans e
Staphylococcus aureus; Perini et al. (2013) que avaliaram a acdo antimicrobiana os 0leos
essenciais de Salvias clarea, Elettaria cardomomun, Eugenia caryophyllata, Rosmarinus
officinalis, Thymus vulgaris, Cymbopogon winterianus, Cymopogon flexoususe Cinnamomum
cassia contra Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae isolados de mastite bovina.
Ainda nesta mesma linha, Sousa et al. (2021) relataram propriedades antifingicas de
Cinnamomum verum, Schinus terebinthifolius Raddi, Rosmarinus officinalis e Cympopogon
citratus e Neves et al. (2013) avaliaram in vitro o 6leo de Melaleuca alternifolia contra Otodectes
cynotis. Embora amplamente testados em diferentes afeccbes, o numero de estudos de
tratamentos alternativos na medicina veterinaria ainda é pequeno (FRITZEN; TORTELLY;
VONSOWSKI, 2018).

De acordo com os estudos supra-relacionados, alguns dos principais 6leos essenciais que
tém demonstrado propriedades antimicrobianas sdo o 6leo de capim-limdo (Cymbopogon
citratus), canela-cassia (Cinnamomum cassia), tomilho (Thymus vulgaris), cravo-da-india

(Eugenia caryophyllata) e melaleuca (Melaleuca alternifolia).
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2.5.1 Capim-limé&o (Cymbopogon citratus)

O Capim-limdo é uma erva aromatica perene da familia Poaceae originaria da India. E
comumente encontrado nas regides tropicais do globo, com destaque para a India, Indonésia e
Brasil, onde é reconhecido por diversos sindbnimos como Capim-limdo, Capim-cidreira, Capim-
santo, Erva-cidreira, entre outros (BAUDOUX, 2017). A parte da planta a ser destilada para a
producdo do Oleo essencial sdo as folhas, as quais possuem células parenquimaticas
diferenciadas onde sdo armazenados 0s componentes quimicos aromaticos a serem extraidos
(COSTA et al., 2005).

O 6leo essencial de Capim-limdo é composto em sua grande maioria pelo aldeido terpénico
citral (60-85%), um isémero constituido por geranial e neral, que confere as caracteristicas
antimicrobianas principais do 6leo, sendo caracterizado como um anti-infeccioso de espectro
estreito (LIMA et al., 2008; BAUDOUX, 2017). O 6leo também apresenta propriedades calmantes,
sedativas, analgésicas, digestivas e até mesmo antitumorais, além de ser um Otimo repelente,
antirreumatico e antifebril (MANVITHA; BIDYA, 2014). Sua ac¢do antifingica também foi

relatada, sendo observada atividade de amplo espectro contra Candida spp. (SILVA et al., 2008).

No que se refere a atividade antimicrobiana, o citral ira atuar diretamente na membrana
celular do agente patoldgico inibindo suas enzimas e incapacitando o seu desenvolvimento, pois
tém propriedades lipofilicas que acabam se unindo aos lipopolissacarideos da célula bacteriana,
provocando a instabilidade estrutural no agente (OLIVEIRA, 2011). Devido a essa caracteristica, o
6leo essencial de Capim-limao se mostra mais eficaz contra bactérias Gram positivas, ja que
estas apresentam membrana celular externa. Todavia, o efeito antibacteriano é variavel entre as
espécies microbianas, podendo apresentar efeito bacteriostatico ou bactericida de acordo com
cada espécie (MACHADO et al., 2015).

2.5.2 Canela-cassia (Cinnamomum cassia)

Originéria do sul da China e do Vietnd, a Canela-cassia ou Canela-da-China é uma éarvore de
folhagem perene que cresce em lugares de clima tropical. Suas flores sdo amarelas e seus frutos
se assemelham aos do cravo-da-india. Pertencente a familia Lauraceae, é a espécie mais
difundida e consumida no mundo (RAVINDRAN et al., 2004). A casca externa do Seu tronco é
rugosa e castanho-acinzentada, enquanto a parte interna é lisa e castanho-avermelhada. Para seu
uso como especiaria sdo utilizadas, principalmente, as cascas dos galhos que sdo colhidas na
estacdo das chuvas e colocadas para a secagem durante a época da seca. Quando secas, as cascas

se enrolam sobre si formando canudos que serdo classificados pelo seu comprimento, cheiro e
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cor. Para a obtencdo do dleo essencial sdo utilizados os galhos da arvore, que incluem o talo, a
casca e as folhas. (VASCONCELOS, 2018).

O principal composto do 6leo essencial de Canela-Cassia é o aldeido aromatico cinamaldeido
(75-80%), ele apresenta forte acdo antimicrobiana de largo espectro de acéo, além de apresentar
propriedades antivirdtica, antifungica, antiparasitéria, termogénica e antiglicémica (BAUDOUX,
2017). O cinamaldeido atua ligando-se a parte lipidica da membrana celular bacteriana
desestruturando-a e assim a inativando (DI PASQUA et al., 2006; BANSODE, 2012). FREIRE et al.
(2014) relataram também acdo da Cinnamomum cassia sobre fungos, como a Candida albicans.

2.5.3 Tomilho (Thymus vulgaris)

O Tomilho é um subarbusto perene da familia Lamiaceae,de origem europeia, famosa por ser
usada como planta medicinal.E ramificado, de porte ereto, alcancando de 20 a 30cm de altura.
Possui folhas simples, pequenas, verdes escuras e ovais (ROCHA, 2013). Seu 6leo essencial é
obtido através das sumidades floridas da planta, sendo suas caracteristicas florais variaveis entre

0S quimiotipos.

O Tomilho apresenta propriedades antimicrobianas, antissépticas e até repelentes, além de
ser antioxidante, expectorante, adstringente e estimulante digestivo (LORENZINI; MATOS, 2002)

devido aos seus compostos ativos carvacrol e timol, de origem fendlica (CASTRO et al., 2007).

Os compostos ativos apresentam extremidade hidrofébica. Isso permite alteracbes na
permeabilidade de céations na membrana da bactéria, como potassio e hidrogénio,
desestabilizando-a (NAZARETH, 2012).

Thymus vulgaris pode apresentar variagdes em seus componentes aromaticos de acordo com
a altitude em que for cultivado. Essa variacdo recebe o nome de quimiotipo e é essencial seu
conhecimento para a identificacdo correta da composi¢do bioguimica do 6leo essencial a ser
produzido. O Tomilho possui um grande ndmero de quimiotipos, entre eles destacam-se: T.
vulgaris q t geraniol, T. vulgaris q t linalol, T. vulgaris g t timol, T. vulgaris q t carvacrol e T.
vulgaris g t tuianol. O quimiotipo carvacrol é mais encontrado nos garrigues secos europeus de
altitude préxima ao mar. Ja& os tomilhos encontrados nos planaltos de 400 a 600 metros de
altitude correspondem ao quimiotipo timol, embora frequentemente se encontrem misturados
com o carvacrol das planicies. Os quimio tipos linalol e tuianol sdo encontrados em altitudes
médias de 500 a 1,3 mil metros, devido a isso s&o mais cultivados na regido terco sul da Franga
(BAUDOUX, 2017).



25

Em relagdo ao dleo essencial de Tomilho g t timol, destaca-se em sua composicdo dois fendis
aromaticos: o timol e o carvacrol que constituem cerca de 50% da bioquimica do 6leo. Esses
fenois sdo caracterizados como anti-infecciosos potentes com largo espectro de ac¢do, o que trara
ao Oleo as caracteristicas antibacterianas, antiviréticas, antifungicas, antiparasitarias e
antissépticas. Além disso, o Oleo ird atuar como repelente, antioxidante, expectorante,
adstringente e estimulante digestivo (LORENZINI; MATOS, 2002). Os compostos ativos do 6leo
apresentam extremidade hidrofobica. Isso permite alteracdes na permeabilidade de cations na

membrana da bactéria, como potassio e hidrogénio, desestabilizando-a (NAZARETH, 2012).

2.5.4 Cravo-da-india (Eugenia caryophyllata)

O Cravo-da-india é uma arvore perene, de formato piramidal, alcancando de 10 a 15
metros de altura, pertencente a familia Myrtaceae. Originario das Ilhas Molucas, tem predicédo
por ambientes de climas quentes e Umidos, por isso € encontrado em sua maior parte na
Indonésia, em Madagascar e em Zanzibar (BAUDOUX, 2017). Sua parte mais utilizada para
producdo de 6leos essenciais sdo seus botdes de flores secos, tendo como composto principal o
eugenol, o qual é rico em propriedades antissépticas, bactericidas, antifingicas, anestésicas, anti-
inflamatdrias e analgésicas, sendo essas trés Gltimas caracteristicas importantes para seu uso na
odontologia. Apresenta também bons resultados quando usado para tratar nauseas, diarreias,
indigestoes e até flatuléncias (KUETE, 2017).

Para seu emprego comercial sdo utilizados os botbes florais verdes crescidos e secos,
utilizados principalmente como condimento devido ao seu sabor marcante. Além disso, atuam
como planta medicinal promovendo a¢do expectorante, antiemética, e estimulante antigases para
o tratamento da dispepsia. Por meio dos botBes florais secos também pode ser obtido o 6leo

essencial de cravo-da-india, através do processo de hidro-destilacdo (RAINA et al., 2001).

O fenol eugenol é o composto quimico de maior abundéancia no dleo essencial de Cravo-da-
india (70-80%), o que ira caracterizad-lo como um potente anti-infeccioso de largo espectro de
acao, atuando contra virus, bactérias fungos e parasitas (BAUDOUX, 2017). O o6leo também
possui propriedades anestésicas, anti-inflamatorias e analgésicas, caracteristicas importantes que
justificam seu uso na odontologia. Apresenta também bons resultados quando usado para o

tratamento de nauseas, diarreias, indigestdes e flatuléncias (KUETE, 2017).

Quanto a sua capacidade antifungica, demonstrou um 6timo desempenho sendo eficiente no

combate da Candida e de outros fungos que acometem seres humanos. Como antibacteriano
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demonstrou agdo eficaz contra Escherichia coli, porém sua acéo antimicrobiana foi demonstrada

de maneira mais eficiente na conservagéo de alimentos (SILVESTRI et al., 2010).

2.5.5 Melaleuca (Melaleuca alternifolia)

A Melaleuca, também conhecida como Tea Tree, € um arbusto originario da Australia e ¢
encontrada em regides pantanosas, de solo imido, proximas a rios. Assim como o cravo-da-india,
faz parte da familia Myrtaceae, embora tenha um porte menor, alcangando até 5 metros de altura.
Possui uma casca fina que cai em retalhos, caracteristica comum as Mirtaceas. Suas folhas séo
estreitas e lanceoladas, e em sua superficie é possivel visualizar um pontilhado de glandulas

secretoras, por onde € extraido o 6leo essencial de melaleuca (SILVA et al., 2008).

Em relacdo a sua composicdo quimica, o 6leo é composto majoritariamente pelos alcoois
terpénicos: teroinen-4-ol e a-terpineol, que constituem 30 a 50%. O restante do 6leo é composto
pelos terpenos: p-cimeno, terpinenos e terpinoleno (30%); pelos sesquiterpenos: aromadendreno
e cadineno (5%); e pelo oxido terpénico 1,8-cineol (5-10%). Devido a essa bioquimica, é
considerado um anti-infeccioso de largo espectro de acdo, com forte capacidade antibacteriana,

antifangica e antiviral, além de atuar como anti-inflamatorio (BAUDOUX, 2017).

Como antifungico, foi observado efeito do 6leo essencial de Melaleuca aleternifolia contra
biofilmes em formacdo e maduros de C. albicans (OLIVEIRA, 2019). Também apresentou efeito
bacteriostatico e bactericida contra cepas de S. aureus resistentes a penicilina G (FINHLER et al.,
2020). Seu uso como acaricida também vem sendo estudado. Neves et al. (2012) constatou o efeito
acaricida no uso in vivo, do o6leo essencial de melaleuca em uma formulacdo a 5% contra

Otodectes cynotis.

3. OBJETIVOS

3. 1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade antimicrobiana in vitro dos 6leos essenciais de capim-liméo
(Cymbopogon citratus), canela-cassia (Cinnamomum cassia), tomilho (Thymus vulgaris), cravo-
da-india (Eugenia caryophyllata) e melaleuca (Melaleuca alternifolia) contra os principais

agentes microbianos causadores de otite externa canina.

3.2 Objetivos Especificos:
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| - Avaliar a prevaléncia da otite canina em animais do abrigo Francisco de Assis,
Lavras/MG.

I1- Determinar a etiologia das infec¢des otoldgicas dos caninos do abrigo Séo Francisco.

I11- Avaliar in vitro a suscetibilidade dos patdgenos bacterianos causadores de otite nos
animais do Abrigo Municipal aos antibidticos convencionais e aos 0leos essenciais de capim-
limdo (Cymbopogon citratus), canela-cassia (Cinnamomum cassia), tomilho (Thymus vulgaris),
cravo-da-india (Eugenia caryophyllata) e melaleuca (Melaleuca alternifolia).

4. MATERIAL E METODOS

O presente experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Lavras - Protocolo 029/21(anexo 1).

4.1 Local de realizagdo do estudo

O experimento foi realizado no Parque Francisco de Assis, uma organiza¢do sem fins
lucrativos que é o principal abrigo de animais abandonados da regido de Lavras, o qual realiza o
servico de resgate, cuidados basicos e abrigo. Localiza-se na Rodovia BR-265, Km 341, 980 -

Bairro Aeroporto, municipio de Lavras — MG.

As atividades laboratoriais foram desenvolvidas no Laboratério de Bacteriologia da

Faculdade de Zootecnia e Medicina Veterinaria da UFLA.

4.2 Animais utilizados no estudo

Para o levantamento da prevaléncia da otite canina na populacdo do abrigo foram
avaliados um total de 120 animais. Todos estes tém uma ficha de identificacdo (anexo 2) na qual
consta a idade aproximada, sexo, peso aproximado, pelagem, e outras caracteristicas para
distingui-los, além de uma foto do animal. Na ficha também é indicado se ha presenca ou néao
dos seguintes sinais clinicos sugestivos de otite: linfadenopatia, temperatura corporal, edema,
rubor, dor, otohematoma, odor, presenca de cerumen e exsudato, meneio cefalico, cabeca
pendular, prurido, presenga de corpo estranho no pavilhdo auditivo e marcas de arranhaduras na
regido auricular, sendo estes (exceto temperatura) classificados como discreto, moderado ou

avancado por meio de exame fisico e otoscopia.
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Entre os animais positivos para sinais clinicos da afec¢do (109) foram selecionado séo
acaso 62 animais otopatas externos para a realizacdo de citologia e exames microbioldgicos
(cultura e antibiograma).Os animais foram selecionados apds um processo que envolve
identificacdo, avaliacdo clinica e exame otolégico por meio de um otoscopio. Na anamnese, além
de informacBes basicas como racga, sexo, idade, foram avaliados apresenta de outras

comorbidades e inicio dos sintomas.

Apos identificacdo, foi realizada uma avaliacdo clinica, pesquisando-se a presenca de
sinais como o meneio cefalico, marcas de arranhdes nos pavilhGes auditivos (o que indica
prurido), cabeca pendular, presenca de secrecdo e odor caracteristico, eritema e inchaco das

estruturas do conduto auditivo.

Apos essa avaliagdo clinica, os animais foram submetidos a exame otoscopico, no qual
foram avaliadas as estruturas internas do pavilhdo auricular do individuo, observando se ha
também edema, eritema, presenca de corpo estranho, integridade da membrana timpanica,
presenca de parasitas e presenca de exsudato, cerimen ou ambos. Animais com indicios de
comprometimento de membrana timpanica, podendo indicar otite média, ndo foram selecionados

para as coletas de exames.

4.3 Coleta de exames, citologia e testes laboratoriais

Apds avaliacdo e selecdo dos animais, foi realizada coleta do contetudo auricular para
avaliacdo citoldgica e cultura. A coleta foi realizada por meio de suabes esterilizados. Estes sdo
gentilmente inseridos no conduto auricular e rotacionados para a coleta da secrecdo otoldgica.
Animais que apresentavam otite ainda que unilateral foram submetidos a coleta em ambos os

pavilhdes auriculares.

Apos a coleta, a secrecdo foi utilizada para a confeccdo de esfregaco para a deteccdo de
Otodectes cynotis. As laminas contendo os esfregacos foram vedadas com outra Idmina colocada
por cima e fita adesiva nas laterais, de forma a impedir a saida do parasita, caso este estivesse

presente.

Apos a confeccdo dos esfregacos para citologia e microscopia direta, novo suabe foi
utilizado para a coleta de contetdo para fins de cultura microbioldgica. Estes sdo inseridos em

meio de transporte (Meio de Stuart) para preservacao das amostras.

Chegando ao laboratério, as laminas passaram por processo de raspagem do contetdo e

foram acrescidas de uma gota de hidroxido de potassio (KOH) a 20% para clarificagdo do
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material que foi entdo coberto porlaminulae avaliado em microscopio 6ptico (10X) para

identificacdo de Otodectescynotis.

Para a cultura, os sua bespreservados em meio de Stuart foram semeados em agar sangue
de equino a 5% para o isolamento de bactérias, tais como Staphylococcuse Streptococcus; &gar
Mac Conkey, para selegdo de bactérias Gram negativas, eagar Sabouraud dextrose adicionado de
0,08mg/L de gentamicina para o isolamento de fungos e leveduras e por fim, agar Sabouraud
acrescido de 0,08mg/L de gentamicina e azeite de oliva a 1% para isolamento de Malassezia
(VIEIRA, 2005; SOUZA; OLIVEIRA; CORTEZ, 2007).

As placas de agar-sangue e Mac Conkey foram incubadas em aerobiose em estufa a 37°C
por 24 a 48 horas. As placas de &gar Sabouraud e Sabouraud suplementado com azeite de oliva

foram incubadas em aerobiose em temperatura de 37°C por 7 dias.

Ap0s a incubacdo, foi feita avaliacdo de crescimento e os agentes desenvolvidos em agar
sangue e Mac Conkey foram isolados em caldo BHI. Para identificacdo de leveduras e bactérias
foram feitas laminas coradas com coloracdo de Gram e utilizaram-se as chaves de identificacdo
propostas por Quinn et al. (2005) para as bactérias. A caracterizagdo dos fungos foi realizada com
base nas caracteristicas morfolégicas das col6nias e caracteristicas microscépicas dos isolados
examinados em esfregacos corados pelo método de Gram.

4.4 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos convencionais

A avaliacdo da suscetibilidade dos agentes bacterianos isolados aos antimicrobianos foi
realizada pelo método de disco-difusdo em &gar, segundo as normas do CLSI (2018) com 0s
antimicrobianos mais usados para o tratamento de otite externa, segundo Oliveira et al. (2005).
Resumidamente, algumas coldnias (3-5) do agente bacteriano foram suspensas em solucdo salina
e ajustadas na concentracdo de 0,5 na escala de Mc Farland. Esta suspensdo foi semeada em
placas de 4gar Mueller Hintonpor meio de suabes (um por placa). Em seguida foram colocados
discos feitos de papel-filtro impregnados com o0s antimicrobianos, respeitando a distancia entre
eles para ndo interferir nos halos de inibicdo do crescimento bacteriano. Essas placas foram
incubadas em aerobiose por 24-48 horas a uma temperatura de 37 °C. Ap0s esse periodo, foi feita
a leitura, medindo o didmetro dos halos, comparando-os a tabela padrdo para classifica-los como
“sensivel (S)” “sensivel aumentando a concentracdo (I)” ou “resistente (R)”. O diametro do halo

é inversamente proporcional a Concentracao Inibitoria Minima (CIM) (MARTINS, 2019).
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4.5 Teste de suscetibilidade aos 6leos essenciais
Os 0leos essenciais testados foram: Tomilho, Melaleuca, Canela Céssia, Capim Liméo e
Cravo, adquiridos na industria FERQUIMA Ltda.

Para avaliar a suscetibilidade dos agentes bacterianos frente aos 6leos essenciais, foi utilizado
0 método de microdiluigdo em caldo, em microplacas esterilizadas de 96 pocos de fundo plano,
de acordo com a metodologia de Sim et al. (2019). Para tal, foi selecionado um total de 50
microrganismos, sendo 25 do grupo Staphylococcus Coagulase Positiva (SCP) e 25

Staphylococcus Coagulase Negativa (SCN).

Na primeira linha de pocinhos foram colocados 6leos essenciais com meio de cultura em
caldo (foram usados Mueller Hinton para bactérias e caldo Sabouraud para leveduras) na
diluigdo de 1:20 (5%). Da segunda & décima primeira linhas de pocinhos foram colocados 100
pL do meio de cultura e foram feitas diluicGes seriadas multiplas de 2 de cada 6leo, as quais
ficaram, portanto, nas concentracfes de 5%, 2,5%, 1,25%, 0,63%, 0,31%, 0,16%, 0,08%, 0,04%
e 0,02%, respectivamente.A tabela 1 mostra em pL a concentracdo de Oleo essencial
correspondente a cada pocinho. A décima linha de pocinhos foi destinada ao controle de
crescimento do isolado (contendo somente o meio de cultura e 10 puL do indculo), com o intuito
de avaliar se o isolado cresceu adequadamente no ensaio. J& a décima primeira linha de pocinhos
foi reservada para o controle do meio de cultura e esterilidade da microplaca, contendo somente
0 meio de cultura, de modo a assegurar a esterilidade da microplaca e auséncia de contaminacgéo
do meio. A dltima linha de pocinhos foi reservada para a deposi¢do de 200 pL dos in6culos que
seriam utilizados nos pocinhos de 1 a 10. Dez pL do inéculo na escala 0, 5 de Mc Farland foi
adicionado em cada um dos pocinhos, da primeira a décima linhas. Apds estes procedimentos, as
microplacas foram incubadas em estufa em temperaturade 37 °C, com tempo de incubacéo de 24
horas para as bactérias.

Ap0s a incubacdo, foi realizada a leitura visual dos testes, avaliando-se a presenca/auséncia
de crescimento em cada uma das colunas. A CIM corresponde a maior dilui¢do do 6leo essencial,
na qual ndo se observou crescimento do microrganismo (ANVISA, 2008).
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Tabela 1: Dilui¢Bes dos 6leos essenciais testadas nos ensaios de Concentragdo Inibitoria Minima
(CIMm)

Diluicbes Porcentagem Quantidade de 6leo (uL/mL)

1 5% 50

2 2,5% 25

3 1,25% 12,5
4 0,63% 6,25
5 0,31% 3,125
6 0,16% 1,562
7 0,08% 0,781
8 0,04% 0,391
9 0,02% 0,195

4.6 ldentificacdo molecular dos isolados de Staphylococcus Coagulase Positiva (SCP)

A identificacdo dos isolados SCP foi realizada por meio de PCRs especificas utilizando-
se de primers especificos para a discriminacdo das espécies Staphylococcus aureus e

Staphylococcus pseudintermedius. Os iniciadores utilizados nas PCRs estdo descritos abaixo.

Primeiramente, foi feita a extracdo do DNA com protocolo adotado pelo laboratério de
epidemiologia molecular do Departamento de Medicina Veterinaria da UFLA de cada uma das
amostras. O protocolo ocorreu da seguinte forma: foi feita uma raspagem nas placas de BHI agar
contendo uma bactéria por placa. Essa massa de col6nias foi colocada em 1ml de solucédo
PBS1X, depois, em novo tubete, foi colocado 100uL dessa mistura de massa de colGnias com

PBS1X e 100 pL de solucdo TE buffer, homogeneizando a nova mistura.

Em seguida, adicionou-se 500 uL de GES para lisar as células bacterianas e inverteu-se o
tubo lentamente, deixando-o depois em repouso por 10 minutos. Apés esse periodo acrescentou-

se 250 pL de acetato de amonio a -20°C e manteve o0s tubetes no gelo durante 10 minutos.

Depois, retirou-se do gelo e acrescentou—se 500 pL de cloroférmio 2-pentanol a -20 °C
também, misturando vigorosamente os tubetes até se tornarem esbranquicados. Apds essa
mistura, os tubetes foram levados para centrifugacao por 10 minutos a uma velocidade de 11.000

rpm.
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Ao término da centrifugacdo o conteudo dos tubetes se dividiram em duas fases. Foi
coletado, entdo, 700 pL de cada sobrenadante e colocados em novos tubetes contendo agora 405
pL de isopropanol a -20 °C e invertendo-os para homogeneizar a solucdo. Em seguida esses
novos tubetes passaram por uma nova centrifugacdo a 11000 rpm por 10 minutos para precipitar
o0 DNA.

Ao final da centrifugacdo os sobrenadantes foram descartados e o conteddo que
permaneceu nos tubetes passou por 2 lavagens com 500 pL de etanol 70% cada, centrifugando a
11000 rpm por 5 minutos entre cada lavagem. Por fim, os tubos foram invertidos durante 30
minutos para secagem, foi acrescentado apds esse periodo 50 pL de agua Milig e foram

congelados.

Para garantir que houve efetividade no procedimento, fez-se eletroforese com gel de
agarose das amostras. O gel é feito da seguinte forma: mistura-se 0,8 gramas de agarose para
cada 100 ml de TBE1X (solucéo tampéo), em seguida vai para aguecimento em microondasaté a
solucdo ficar transparente. Depois ela é resfriada em torneira até atingir uma temperatura de
aproximadamente 40 °C e acrescenta-se 4,8 L de brometo de etidio para cada 120 ml de solucéo.
Por fim, a mistura é colocada numa cuba e aguarda-se uma hora para completa solidificacdo do

conteudo.

Ao se solidificar, o gel é transferido para uma nova cuba que contém eletrodos ligados ao
aparelho de eletroforese e é submerso por solugdo tampédo de TBE1X. Cada DNA isolado sera,
portanto, inoculado nesse gel, numa mistura de 3 uL de DNA e 7 pL de TE buffer. Por fim, liga-
se 0 aparelho de eletroforese, deixando-o correr a 110 volts por 20 minutos, durante esse periodo,
amostra se desloca do polo positivo para 0 negativo. Retira-se, entdo, o gel e observa-se as
bandas em destaque em luz ultravioleta (UV), mostrando sucesso no procedimento de extracéo
de DNA.

Tendo extraido os DNA’s, inicia-se a PCR de fato. Foram realizadas reacGes de PCR
individuais para identificar as espécies Staphylococcus pseudintermdiuse Staphylococcus aureus.
Para Staphylococcus pseudintermedius, os iniciadores utilizados foram NUC F5’
AAACACCGAGTAATACGCCG 3’RNUC5S’TTTAGCGTTCCCAAATGTTCAG3’. Tamanho
de fragmento de 780 pb (CHITRA; JAYANTHY; NAGARAJAN, 2015). E para Staphylococcus
aureus, o0s iniciadores NUC F AGTTCAGCAAATGCATCACA e NUCR
TAGCCAAGCCTTGACGAACT. Tamanho de fragmento de 100 pb (CREMONESI et al.,
2005).
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Para a primeira espécie, o protocolo de PCR contou dos seguintes reagentes: 11, 25 pL
de 4gua, 2,5 pL de solugdo tampéo, 2,5 UL de DNTP, 0,75 uLdeMgCl, 5 pL de mix primer, 1 pL
de TAQ e dois pL de DNA para cada amostra. J& para a segunda, foram utilizados:10 pLde agua,
2,5 UL de solucao tampéo, 2,5 pL de DNTP, 0,75 pL de Mg ClI, 2,5 pL de primer F, 2,5 pL de
primer R, 0,25 uL de TAQ e 4 pL de DNA para cada amostra.

Depois de pipetados os reagentes, os tubetesde 200 pL foram colocados no termociclador,
no qual programou-se 0s seguintes ciclos: para a primeira espécie, baseando-se no protocolo de
Chitra, Jayanthy e Nagarajan (2015) foram 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 30 ciclos de 60°C
por 30 segundos, 30 ciclos de 72 °C por 30 segundos e extenséo final de 5 minutos a 72°C. Para a
segunda espécie, baseando-se no protocolo de Cremonesi et al. (2005) foi adotado um ciclo de
desnaturacao inicial a 94 °C por 5 minutos, 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, reaquecimento a 56°C
por 1 minuto, extenséo a 68 °C por 1 minuto e extensédo final a 72 °C por 7 minutos. Foi feita a
PCR para Staphylococcus pseudintermedius primeiro e os isolados negativos passaram por PCR

para Staphylococcus aureus.

5. HIPOTESES

1

A otite canina apresenta alta prevaléncia entre os cdes do abrigo Parque Francisco de

Assis.

2- Diferentes agentes estdo envolvidos na etiologia da otite nos cdes do Parque
Francisco de Assis, incluindo bactérias, fungos e parasitos.

3- O fenbmeno da resisténcia a antimicrobianos esta presente entre 0s agentes
bacterianos envolvidos na etiologia da otitenos cdes do Parque Francisco de Assis.

4- Medicamentos a base de 6leos essenciais tém boa efetividade in vitro contra os

patdgenos bacterianos causadores da otite externa canina.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 120animais avaliados, apenas 11 ndo apresentaram sinais clinicos sugestivos de otite
(9,17%) e 109 mostraram pelo menos um sinal clinico (90,83%). Destes 109 animais
sintomaticos (90,83%), 62 foram submetidos a coleta (56,88%). A maioria dos animais

submetidos a coleta apresentaram ao exame microbiolégico mais que um agente patogénico
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(etiologia mista). Desses animais amostrados para exames microbiolégicos (62), 21
apresentaram Otodectes cynotis ao exame microscopico (33,87%), 56 apresentaram crescimento
de Malassezia nas culturas (90,32%), 12 animais apresentaram crescimento de outras leveduras
(19,36%), 15 animais apresentaram crescimento de Staphylococcus coagulase positiva (24,19%)
e 9 coagulase negativa (14,52%), cinco apresentaram crescimento de Streptococcus (8,07%), um
de fungo miceliano (1,61%) e um bastonete Gram negativo (1,61%).Entre os animais otopatas
submetidos a coleta (ambas os pavilhdes auriculares foram amostrados), 15 foram positivos para
Staphylococcus Coagulase Positiva (SCP), tendo sido isolados4l SCP, sendo 30cepas de
Staphylococcus pseudintermedius, um isolado de Staphylococcus aureus e 10isolados de SCP
ndo identificados (ndo S. aureus e ndo S. pseudintermedius). Na tabela 2, encontram-se
compilados os resultados dos testes microbioldgicos. llustracdes da eletroforese dos produtos de

PCR para caracterizacdo dos isolados SCP podem ser visualizadas nas figuras 1 e 2.

Tabela 2: Agentes isolados a partir dos testes microbioldgicos.

Agentes Quantidade
Otodectescynotis 21
Staphylococcus pseudintermedius 30
Staphylococcus aureus 1
Outros Staphylococcus Coagulase Positiva 10
Staphylococcus Coagulase Negativa 9
Streptococcussp. 5
Malasseziasp. 56
Outras leveduras 12
Fungo miceliano 1
Bacilos Gram Negativos 1

Staphylococcus pseudintermedius (S. pseudintermedius), Staphylococcus aureus (S. aureus), SCP (Staphylococcus
coagulase positiva), Staphylococcus coagulase negativa (SCN) e Bastonetes Gram Negativos (BGN).
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Figura 1: Imagem negativa da eletroforese dos produtos de amplificacdo do gene NUC para
caracterizacdo de Staphylococcus pseudintermedius. As bandas real¢adas indicam as amostras

positivas. C-: controle negativo, C+: controle positivo.

Fonte: Autor (2021)

Figura 2: Imagem negativa da eletroforese dos produtos de amplificacdo do gene NUC para
caracterizacdo de Staphylococcus aureus. A amostra selecionada por contorno vermelho a direita
apresenta banda em destaque, indicando positividade para Staphylococcus aureus. C-: controle

negativo, C+: controle positivo.

Fonte: Autor (2021)

A prevaléncia de animais otopatas no parque Francisco de Assis foi de 90,83% (109/120),
mostrando-se bastante elevada em comparacdo com estudos realizados em pacientes de clinicas
(KORBELIK et al., 2018). Essa alta prevaléncia pode estar associada a diversos fatores
predisponentes, como estresse devido a alta densidade populacional, a conglomeracdo de animais
sadios e otopatas devido a restricdo de espaco, ao excesso de umidade ambiental devido a
higienizacdo diaria das baias, bem como a transmissdo dos agentes envolvidos na afeccdo por
fomites como galochas e aventais dos funcionarios (FAZAKERLEY et al., 2010; QUINN et al.,
2005).
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Um ponto importante a ser salientado aqui é que a condicdo de estresse dos animais em
funcéo da alta densidade nas baias pode ser um fator que justifica a elevada prevaléncia da otite
na populacdo estudada (OLIVEIRA et al., 2012). A maioria dos agentes identificados nos animais
otopatas, incluindo Staphylococcus spp. e Malassezia spp., fazem parte da microbiota auricular e
apresentam carater oportunista, podendo causar doenca em situagdo de imunossupressdo
(CHANUSSOT; ARENAS, 2006; LOPES, 2018; TAYLOR, 2020). Deve-se destacar também que a
otite € um processo multifatorial e que pode ser associada com fatores pré-disponentes, tais como
raca, umidade, orelhas pendulares, excesso de pelos, corpos estranhos, dermatites ou alergias
alimentares (JACOBSON, 2002).

Entre os agentes com maior prevaléncia destacaram-se a Malassezia, com 90,32%,
Otodectescynotis  (33,87%) Staphylococcus Coagulase Positiva (24,19%) e o0 grupo
Staphylococcus Coagulase Negativa (14,52%). A alta prevaléncia de Malassezia nos condutos
auditivos de caes é comum, sendo um dos principais agentes etiolgicos nas otopatias caninas
(BAPTISTA et al., 2010).

Um resultado bastante inusitado foi o crescimento da Malassezia em agar Mac Conkey,
um meio geralmente direcionado para o isolamento de bactérias Gram negativas (Quinn et al.,
2005). Na figura 3, pode-se comparar as taxas de isolamento deste agente nos meios dgar Mac
Conkey e agar Sabouraud.Tal fenémeno pode ser atribuido a presenca de sais de bile neste meio.
Yang (2015) relata os sais de bile como componentes de meios seletivos para isolamento de
Malassezia. Este resultado sugere a possibilidade de utilizagcdo deste meio para o isolamento de
referido agente, no entanto, estudos mais detalhados sdo necessarios para se validar a utilizacdo

deste meio para as diferentes espécies do género.

Figura 3: Porcentagem de Malassezias isoladas no meio de cultura Mac Conkey e de
Malassezia isoladas somente no meio de cultura Sabouraud, que é especifico para fungos e
leveduras.
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Isolamento Malassezia

W Malassezias isoladas no

44% Mac Conkey

56% Malassezias isoladas
somente no Sabouraud

Fonte: Autor (2021)

Quanto a prevaléncia de Otodectes cynotis (33,87%), Arther et al. (2015) relatam presenca
do agente em cerca de 50% dos casos, entretanto no nosso estudo embora o agente tenha

apresentado uma prevaléncia alta, esta foi inferior a citada pelo autor.

Entre os cdes otopatas amostrados (62), 15 apresentaram cultura positiva para
Staphylococcus coagulas e positiva. E importante destacar que nestes animais otopatas, sempre

se amostraram ambos 0s pavilhdes auriculares o que resultou no isolamento de 41 SCP.

A maioria dos isolados de SCP foi identificada por meio da PCR como sendo
Staphylococcus pseudintermedius, correspondendo a 73,17% da populacdo de SCP, seguido de
SCP ndéo identificadas, equivalente a 24,39%, e Staphylococcus aureus, representando 2,44%.

Diferentes estudos apontaram alta prevaléncia de Staphylococcus coagulase positiva em
analises de conduto auditivo e pele, mostrando a importancia etioldgica deste patégeno
(POSSEBON; KAISER; MARTINS, 2015; MARTINS, 2020), 0 que corrobora 0s nossos resultados.
Nossos resultados apontaram alta prevaléncia de Staphylococcus pseudintermedius nos caes
otopatas, porém com baixa prevaléncia de Staphylococcus aureus, divergindo neste ponto dos

resultados apresentados obtidos por Santos (2019).

Alta prevaléncia de Staphylococcus pseudintermediusem cdes otopatas também foi
relatada por outros autores (Oliveira et al., 2005; Oliveira et al., 2006). Outros estudos também
apontaram perfis etioldgicos semelhantes aos observados neste trabalho (ZUR, 2011; SILVA,
2014), mostrando a alta prevaléncia de Staphylococcus pseudintermedius e sua importancia em
casos de otite. No que se refere aos agentes Gram negativos, houve apenas uma amostra isolada,

contrapondo os resultados apresentados por Oliveira et al. (2005) e Santos et al. (2019), 0s quais



38

citam alta prevaléncia de agentes como Proteus spp. e Pseudomonas aeruginosa na etiologia das

otites caninas.

O cunho multifatorial, com envolvimento de bactérias, fungos e parasitos, como
demonstrado em nosso estudo e corroborado por varios pesquisadores (OLIVEIRA et al., 2005;
SANTOS et al., 2019; ARTHER et al., 2015; POSSEBON; KAISER; MARTINS, 2015) € um aspecto
que pode limitar a eficiéncia dos protocolos terapéuticos usuais que visam em sua maioria o
combate aos agentes bacterianos. Tal fato, salienta a necessidade de se identificar os agentes
envolvidos na etiologia dos casos afim de que o tratamento seja mais bem direcionado,
considerando que os protocolos terapéuticos diferem para estes diferentes grupos de agentes
(MUELLER, 2009; CASTRO et al., 2006; SHANKS et al., 2000).

Os testes de suscetibilidade aos antibidticos foram realizados somente para 0s grupos
predominantes entre os agentes bacterianos, incluindo SCP, SCN e Streptococcus spp. Os
resultados estdo compilados nas tabelas 3-4, segundo os critérios de interpretacdo do CLSI
(2018).

Tabela 3: Tabela de interpretacao de testes de suscetibilidade aos antimicrobianos

convencionais usados nos testes in vitro para Staphylococcus Coagulase Positiva utilizando-

nse 0 método em disco-difusdo em &gar, de acordo com as normas do CLSI (2018).

ERI 21 11 6

PEN 37 0 1

OXA 23 1 14
MRB 13 2 19
RIF 4 3 28
CLO 3 6 28
VAN 8 1 29
CLI 21 2 15
CIP 12 2 24
SUT 22 3 13
TET 1 12 25
GEN 9 2 27
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Eritromicina (ERI), penicilina (PEN), oxacilina (OXA), marbofloxacina (MRB), rifampicina (RIF), cloranfenicol
(CLO), vancomicina (VAN), clindamicina (CLI), ciprofloxacino (CIP), sulfazotrim (SUT), tetraciclina (TET) e
gentamicina (GEN). Resistente (R), sensivel aumentando a exposicéo (1) e sensivel (S).

Tabela 4: Resultados de testes de suscetibilidade aos antimicrobianos convencionais usados

nos testes in vitro frente Staphylococcus Coagulase Negativos, utilizando-se o método em
disco-difusdo em agar (CLSI, 2018).

. Comporemenbfenedeanfmiatbine

ERI 11 10 12
PEN 27 0 6

OXA 18 4 11
MRB 12 2 18
RIF 3 0 30
CLO 1 1 31
VAN 3 0 30
CLI 8 6 18
CIP 10 5 18
SUT 15 3 15
TET 6 8 19
GEN 8 1 24

Eritromicina (ERI), penicilina (PEN), oxacilina (OXA), marbofloxacina (MRB), rifampicina (RIF),
cloranfenicol (CLO), vancomicina (VAN), clindamicina (CLI), ciprofloxacino (CIP), sulfazotrim (SUT),
tetraciclina (TET) e gentamicina (GEN). Resistente (R), sensivel aumentando a exposicéo (1) e sensivel (S).
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Tabela 5: Resultados de testes de suscetibilidade aos antimicrobianos convencionais usados
nos testes in vitro para Streptococcus spp. pelo método em disco-difusdo em agar (CLSI,
2018).

[ comporEmeniafient aasentmierotienos ]
[Antimicrobianes R v 8 ]

ERI 1 1 1
PEN 2 0 1
OXA 2 0 1
MRB 1 0 2
RIF 0 0 3
CLO 0 0 3
VAN 1 0 2
CLI 0 2 1
CIP 0 1 2
SUT 1 0 2
TET 0 1 2
GEN 0 0 3

Eritromicina (ERI), penicilina (PEN), oxacilina (OXA), marbofloxacina (MRB), rifampicina (RIF),
cloranfenicol (CLO), vancomicina (VAN), clindamicina (CLI), ciprofloxacino (CIP), sulfazotrim (SUT),
tetraciclina (TET) e gentamicina (GEN). Resistente (R), sensivel aumentando a exposicéo (1) e sensivel (S).

Os resultados dos testes de suscetibilidade in vitro para os antibidticos apontaram maiores
taxas de sensibilidade dos isolados de Staphylococcus pseudintermedius para a vancomicina
(85,71%), sequido de rifampicina (82,14%) e cloranfenicol (75%), contrapondo Petrov (2013)
que relatou resisténcia ao cloranfenicol Para estes mesmos agentes foram observadas taxas de
resisténcia elevadas para penicilina (96,43%),0 que € corroborado pelos estudos de Enright et al.
(2002), seguido por sulfazotrim (53,57%).

Para as demais espécies de SCP ndo identificadas, os antimicrobianos de maior eficiéncia
in vitro foram a rifampicina (77,78%), seguido de cloranfenicol (77,78%) e vancomicina
(55,56%). Para estes mesmos isolados, foram observados niveis mais elevados de resisténcia
para a penicilina (100%), oxacilina (88,89%) e clindamicina (88,89%), contrapondo-se,

novamente a Petrov (2013) que relatou resisténcia de Staphylococcus spp. frente ao cloranfenicol.
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No entanto, nossos resultados foram corroborados por Enright et al. (2002) que
apontaram sensibilidade de Staphylococcus spp. frente & vancomicina e resisténcia frente a

betalactamicos.

Para o grupo de Staphylococcus coagulase negativos, verificou-se que cloranfenicol
(93,94%), rifampicina (90,91%) e vancomicina (90,91%) foram os antimicrobianos mais efetivos
nos testes in vitro (PETROV, 2013; ENRIGHT et al., 2002). Por outro lado, os maiores indices de
resisténcia foram observados paraosbetalactdmicos (penicilina 81,82%, oxacilina 54,55%) e

sulfazotrim (45,46%), corroborando aos estudos de Enright et al. (2002).

Por fim, para os Streptococcus, 0s antimicrobianos que apresentaram maior acéo
antibacteriana nos testes in vitro foram a rifampicina (100%), cloranfenicol (100%) e
gentamicina (100%), e os de maiores taxas de resisténcia foram a penicilina (66,67%) e a
oxacilina (66,67%).

Os isolados SCP apresentaram indice de resisténcia de 39,47% para a marbofloxacina
enquanto 0os SCN este indice foi de 42,42% para Staphylococcus Coagulase Negativos. Estes
altos indices de resisténcia se contrapdem aos resultados apresentados por Junco e Barrasa
(2002).

Os resultados apontaram nas populagdes de SCP, SCN e Streptococcus estudadas a
presenca de cepas resistentes a sulfazotrim, penicilina e oxacilina.Oliveira et al. (2005) relatam
resisténcia de Staphylococcus spp. frente a oxacilina, antibiotico pertencente as penicilinas
antiestafilococicas, e autores como Rincén et al. (2010), Tavares (2000) e Gobernado (2002)
apontam, além da resisténcia a oxacilina, resisténcia a vancomicina, glicopeptideo destinado
principalmente para uso humano devido a boa eficiéncia. Esses relatos culminam a um problema
de saude coletiva, uma vez que antimicrobianos de uso restrito para tratamentos especifico sem
seres humanos, tais como a rifampicina e vancomicina, podem perder sua eficacia e restringir,

desta forma, as alternativas de tratamento em processos infecciosos em seres humanos.

Os indices de resisténcia total (IRT) e os indices de maultipla resisténcia (IMR), nos quais
se avaliam a resisténcia por numero e classe de antibidticos testados, respectivamente, por
especies bacterianas isoladas estdo registrados na tabela 5.Em geral, os indices de resisténcia
foram mais elevados para SCP em relagédo aos SCN (Figura 3), embora em ambos 0s grupos

niveis elevados de resisténcia e multirresisténcia tenham sido observados.
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Figura 4: indices de resisténcia total (IRT) e de multipla resisténcia (IMR) dos grupos
Staphylococcus Coagulase Positivos (SCP) e Staphylococcus Coagulase Negativos (SCN) frente
aos antimicrobianos.
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Fonte: Autor (2021)

Tabela 6: indices de resisténcia total (IRT) e os indices de multipla resisténcia (IMR) por
espécies bacterianas isoladas de caes otopatas do abrigo Sao Francisco, no periodo de 2021-
2022.

MEDIA (%)
ESPECIE IRT IMR
Staphylococcus pseudintermedius 42,86 45,24
Staphylococcus aureus 50,00 55,56
Outras SCP 64,82 69,14
SCN 41,16 44,11
Streptococcus spp. 36,11 40,74

IRT IMR
MEDIA GLOBAL (%) 4460  |47,60

Staphylococcus Coagulase Positiva (SCP), Staphylococcus Coagulase Negativa (SCN), indice de Resisténcia
Total (IRT) e Indice de Mdltipla Resisténcia (IMR).
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Os resultados apontaram na populacdo bacteriana testada elevados indices de
multirresisténcia ede resisténcia a antibioticos de uso comum no tratamento de otite externa
canina e a antimicrobianos de uso na medicina humana, como € o caso da oxacilina e da
vancomicina (TAVARES, 2000).

E importante salientar que a presenca de isolados resistentes & vancomicina,
antimicrobiano geralmente utilizado no tratamento das infec¢bes por Staphylococcus meticilina
resistentes em seres humanos, e a rifampicina, antimicrobiano geralmente utilizado no
tratamento da brucelose e da tuberculose humana gera riscos potenciais para a satde pablica em
funcdo do estreito contato entre os pets e os tutores (MARTINS, 2020).

Os resultados obtidos em nosso estudo sdo preocupantes, uma vez que sempre se associa
0 problema da resisténcia dos patégenos bacterianos ao aumento da pressdo seletiva, isto é ao
uso intensivo e indiscriminado de antimicrobianos, entretanto tal fato geralmente néo se verifica

para a populacéo canina objeto do presente estudo.

Staphylococcus, principal género identificado na populagdo otopata testada, apresentam
potencial zoonotico (SOMAYAJI et al., 2016)que é intensificado em funcgdo do estreito contato
entre os pets domésticos e os tutores. Tal fato pode gerar sérios problemas na satde publica, uma
vez que estes agentes podem causar processos infecciosos de dificil tratamento na populagéo e
ainda funcionarem como reservatorios de genes de resisténcia que podem ser intercambiados
com a microbiota humana (MARTINS, 2020).

A que se destacar também os niveis elevados de resisténcia aos antimicrobianos
betalactamicos (penicilina e oxacilina), ndo somente entre SCP e SCN, mas também entre 0s
isolados de Streptococcus. Este achado ja apresenta autores que corroboram ao assunto, como é
0 caso de Miotto (2001) que aponta resisténcia de Streptococcus pneumoniae frente a

betalactamicos.

7. OLEOS ESSENCIAIS

A atividade antimicrobiana dos 0leos essenciais testados foi avaliada com base nos
indices CIM50 e CIM90, entretanto, somente foi possivel determinar os indices de MIC90 para
os Oleos essenciais de tomilho e cravo (21,9 puL/mL e 27,73 pL/mL, respectivamente). Os
resultados dos testes de concentracdo inibitéria minima (CIM 50 e 90) para os 0leos essenciais

foram compilados na tabela 6 e figuras que se seguem.
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Tabela 7: A atividade antimicrobiana de éleos essenciais frentes a patdgenos isolados de otite

canina, com base nos indices CIM50 e CIM90.

CIM50 34,11 7,3 12,26 3,47 27,73
(uL/mL)

CIM90 Indefinido 21,09 Indefinido Indefinido 27,73
(uL/mL)

Figura 5: Distribuicdo de frequéncias de concentra¢des inibitérias minimas para os 6leos de
melaleuca, tomilho, capim limédo, canela e cravo frente aos isolados bacterianos (total de

isolados).
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Fonte: Autor (2021)
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Figura 6: Distribuicdo de frequéncias de concentracBes inibitérias minimas para os 6leos de
melaleuca, tomilho, capim limdo, canela e cravo frente aos isolados de Staphylococcus

Coagulase Negativos (SCN).
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Figura 7: Distribuicdo de frequéncias de concentracdes inibitérias minimas para os 6leos de
melaleuca, tomilho, capim limdo, canela e cravo frente aos isolados de Staphylococcus
Coagulase Positivos (SCP). As tabelas contendo os resultados de CIM para 0Oleos essenciais
frente aos agentes bacterianos estéo relacionadas no anexo 3.
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Fonte: Autor (2021)



46

Figura 8: Resultados dos testes de concentracdo inibitéria minima 50% (CIM50) para os 6leos
de melaleuca, tomilho, capim liméo, canela e cravo frente aos isolados de Staphylococcus
Coagulase Positivos (SCP) e isolados de Staphylococcus Coagulase Negativos (SCN)

CIM50 SCP e SCN
40 35,14
35 -
30 -
25 -
2 19,85
g 16,52 16,1 mSCp

m SCN

Melaleuca Tomilho Capim Limdo Canela Cravo

Oleos Essenciais

Fonte: Autor (2021)

Os valores de CIM50 para todos os 6leos essenciais testados sempre foram inferiores para
SCN em relacdo aos SCP, especialmente no que se refere aos 6leos de melaleuca e de canela
(Figura 8). Este mesmo comportamento foi observado para os antibidticos convencionais,
demonstrando que os SCP em geral apresentam resisténcia intrinsecamaior que SCN. Estudos
adicionais sdo necessarios para explicar este comportamento diferenciado entre SCP e SCN

frente aos antimicrobianos.

O dleo essencial de canela nos testes in vitro apresentou a maior atividade antimicrobiana
de acordo com os indices de CIM50, seguido pelo 6leo essencial de tomilho e de capim limé&o.

Os 6leos essenciais de cravo e de melaleuca apresentam valores de CIM50 mais elevados.

O oleo de canela também demonstrou melhor desempenho na espécie Staphylococcus
pseudintermedius e no grupo Staphylococcus Coagulase Negativa. Costa (2009) também relatou
boa eficiéncia do O6leo essencial de canela frente Staphylococcus, tendo alta atividade
bacteriostatica e Freire et al. (2014) apontou eficiéncia na acdo antibacteriana dos o0leos
essenciais de canela e tomilho frente a cepas de Streptococcus mutans e Staphylococcus
aureus.Outros estudos prévios apontaram boa eficiéncia in vitro contra agentes, como
Escherichia coli, Salmonella enterica e Candida albicans (SANTURIO et al., 2007; ALMEIDA
etal., 2011; NASCIMENTO et al., 2014).
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O presente estudo apontou niveis elevados de resisténcia dos patdgenos bacterianos
isolados frente aos antimicrobianos cléssicos utilizados no tratamento da otite canina, oS
resultados dos testes de CIM com 6leos essenciais apontaram a perspectiva de utilizacdo destes
no tratamento topico da otite canina. E importante salientar, no entanto, que estudos adicionais
devem ser realizados de forma a se avaliar se as concentracfes inibitorias observadas in vitro
apresentam também acgdo antimicrobiana in vivo e potenciais efeitos adversos dos dleos
essenciais. Corroboram esta assertiva a necessidade de desenvolvimento de farmacos alternativos
para o tratamento das infec¢fes bacterianas ocasionadas por micro-organismos multirresistentes

importantes para a saude coletiva.

Nos anexos 3 e 4 sao ilustrados os resultados dos testes de concentracdo inibitoria

minima (CIM) para 6leos essenciais frente os diferentes grupos de patégenos isolados.

Nas tabelas 8 a 12, encontram-se separados os resultados dos ensaios de CIM para cada

Oleo essencial testado.

Tabela 8: Resultados dos ensaios de concentracdo Inibitéria Minima (CIM ou MIC) do 6leo
essencial de melaleuca frente aos isolados de Staphylococcus Coagulase Positivos (SCP) e
Staphylococcus Coagulase Negativos (SCN).

0,02% 0 0 0,00%

0,04% 0 0 0,00%

0,08% 0 0 0,00%

0,16% 0 0 0,00%

0,32% 6 6 13,64%
0,63% 3 9 6,82%

1,25% 10 19 22,73%
2,50% 9 28 20,45%
5,00% 6 34 13,64%
>5,00% 10 44 22,73%
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Tabela 9: Resultados dos ensaios de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) do dleo essencial de
tomilho frente aos isolados de Staphylococcus Coagulase Positivos (SCP) e Staphylococcus
Coagulas e Negativos (SCN).

0,02% 0 0 0,00%
0,04% 0 0 0,00%
0,08% 0 0 0,00%
0,16% 1 1 2,33%
0,32% 6 7 13,95%
0,63% 20 27 46,51%
1,25% 13 40 30,23%
2,50% 2 42 4,65%
5,00% 1 43 2,33%
>5,00% 0 43 0,00%

Tabela 10: Resultados dos ensaios de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial
de Capim Limé&o frente aos isolados de Staphylococcus Coagulase Positivos (SCP) e
Staphylococcus Coagulase Negativos (SCN)

0,02% 1 1 2,00%
0,04% 0 1 0,00%
0,08% 0 1 0,00%
0,16% 7 8 14,00%
0,32% 5 13 10,00%
0,63% 12 25 24,00%
1,25% 5 30 10,00%
2,50% 0 30 0,00%
5,00% 0 30 0,00%
>5,00% 20 50 40,00%
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Tabela 11: Resultados dos ensaios de Concentracgéo Inibitdria Minima (CIM) do 6leo essencial
de Canela frente aos isolados de Staphylococcus Coagulase Positivos (SCP) e Staphylococcus
Coagulase Negativos (SCN).

0,02% 0 0 0,00%
0,04% 0 0 0,00%
0,08% 4 4 9,30%
0,16% 8 12 18,60%
0,32% 8 20 18,60%
0,63% 18 38 41,90%
1,25% 0 38 0,00%
2,50% 0 38 0,00%
5,00% 0 38 0,00%
>5,00% 5 43 11,60%

Tabela 12: Resultados dos ensaios de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do 6leo essencial
de Cravo frente aos isolados de Staphylococcus Coagulase Positivos (SCP) e Staphylococcus

Coagulase Negativos (SCN)

0,02% 0 0 0,00%
0,04% 0 0 0,00%
0,08% 1 1 2,33%
0,16% 0 1 0,00%
0,32% 2 3 4,65%
0,63% 1 4 2,33%
1,25% 14 18 32,60%
2,50% 24 42 55,81%
5,00% 1 43 2,33%
>5,00% 0 43 0,00%
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8. CONCLUSOES

Com o estudo realizado foi possivel concluir que ha, de fato, alta prevaléncia de otite nos

caninos do abrigo municipal de Lavras — MG.

Malassezia spp., Staphylococcus pseudintermedius e Staphylococcus Coagulase
Negativos, bem como o &caro Otodectescynotis foram os agentes mais prevalentesnaetiologia da
enfermidade.

Observou-se alta taxa de resisténcia de Staphylococcus pseudintermedius e
Staphylococcus Coagulase Negativos frente aos antimicrobianos convencionais, fator de grande
preocupacdo, visto que trata-se de agentes com potencial zoon6tico e que, portanto, podem

ocasionar ricos a saude publica.

Os 0leos essenciais de maior eficiéncia antimicrobiana nos testes in vitro foram os de
canela céssia e capim limédo, demonstrando ser uma alternativa a ser estudada para o tratamento

de otites ocasionadas pelo género Staphylococcus.
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ANEXO 1:

ANEXOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Cx P.2037 - Lavras — MG — 27200-000 — {35) 3828-5182 cha@nintec.ufla.br

CERTIFICADO

Cerfificamos que a proposta intitulada "Ctite canina em animais de abrigo Municipal:
etiologia & perfil de suscetibilidade a antimicrobianos", protocolo n® 028721, sob a
responsabilidade de Geraldo Marcio ds Costa, Caros Arur Lopes Leite, Marina
Romano de Oliveira, Bianca Rocha Teixeira e Daniel Vitor Martiminiano, que envolve a
produgdo, manutengdo efou utiizacSo de animais pertencentes ao filo Chordats, subfilo
Wertebrata {exceto homem), para fins de ensino efou pesquiss cientifica, encontra-se
de acordo com os preceitos da Lei n® 11.784, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n®
6898, de 15 de julho de 2008, e com as normas edificadss pele Conselho Macional de
Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), do Ministério da Ciéncia. Tecnologia e
Inovagdo (MCTI), e foi aprovada pels COMISSAO DE ETICA MO USD DE AMIMAIS
[CEUA) da Pro-Reitoria de Pesquisa/UFLA, em 01/08/2021.

Wigéncia da autorizagdo: de 01/08/2021 a 311122021

Finalidade: { } Ensine (x } Pesquiza Cientifica

Espécieflinhagemiraga: Céo { SRD

Mumero de animais aprovados: 250 (125 machos e 125 fémeas)

Pesalldade: 10-20 kg / adulto

Sexo: macho e fémea

Origem dos animais ([documento apresentasdo pelo pesquisador responsavel e
arguivado pela CEUA): Parque Séo Francisco de Assis localizado na BR 265, Km 241,
Q20 — Bairro Aeroporto — Responsavel: Dra. Amelia Margarida de Oliveira, CRMY: MG
13588,

g, Flpgolirme e pre s

Prof. Rafasel Meodini Remedio
Presidente da Comiss3o de Etica no Uso de Animais GEUA

Unkemsidads Federalde Lawmas
Fré-Rebonin d= Fesguiss (Comissies Permanent=s
Camges Unieersitana -
Calxs Fostal 3037 ( CEP 7200 000 - Lavms, MG - Beasdl
Tel.: #55 (35) 3839 5782
cha@ninhec.uriin. by - wasw.proete or
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ANEXO 2:

FICHA DE IDENTIFICACAO DO ANIMAL

Nome: Sexo:

Idade aproximada: Tempo de abrigo:
Tempo de enfermidade: Histdrico de tratamento:
Ndmero baia:

SINAIS CLINICOS DE OTITE

Prurido no pavilhdo auditivo Inchaco

Marcas de arranhadura no pavilhdo Odor

Cabeca pendular Presenca de secrecéo
Meneio cefalico Presenca de cerumen
Rubor Corpo estranho

Dor Otohematoma
Linfadenopatia Febre

RESENHA DO ANIMAL:

FOTO DO ANIMAL:




ANEXO 3:
Resultados dos ensaios de concentracdo inibitoria minima (CIM ou MIC) dos 6leos

essenciais frente aos isolados de Staphylococcus Coagulase Positivos (SCP).

5% 0 0 0 0 0
2,5% 0 0 0 0 0
1,25% 0 0 0 0 0
0,63% 0 0 1 0 0
0,32% 0 3 1 1 1
0,16% 2 9 6 18 0
0,08% 2 8 5 0 6
0,04% 5 2 0 0 16
0,02% 6 0 0 0 0
>5% 8 0 10 4 0
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ANEXO 4:
Resultados dos ensaios de concentracdo inibitoria minima (CIM ou MIC) dos 0leos

essenciais frente aos isolados de Staphylococcus Coagulase Negativos (SCN).

5% 0 0 1 0 0
2,5% 0 0 0 0 0
1,25% 0 0 0 4 1
0,63% 0 1 6 8 0
0,32% 6 3 4 7 1
0,16% 1 11 6 0 1
0,08% 8 5 0 0 8
0,04% 4 0 0 0 8
0,02% 0 1 0 0 1
>5% 2 0 10 1 0




