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Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar a diversidade bacteriana associada a otite externa canina
utilizando andlises microbioldgicas presuntivas e fornecer subsidios para futuras abordagens
terapéuticas. Foram coletadas amostras do conduto auditivo de cinco caes diagnosticados com otite
externa, cultivadas em meios néo seletivos e seletivos, incluindo agar Manitol e agar MacConkey. As
bactérias Gram-positivas foram submetidas ao teste de catalase e as Gram-negativas ao teste
comercial de Rugai Modificado. Observou-se crescimento significativo de bactérias Gram-positivas em
todas as amostras, sendo algumas fermentadoras de manitol, sugerindo Staphylococcus aureus, e as
nao fermentadoras possivelmente correspondentes a Staphylococcus epidermidis. A Gnica amostra
Gram-negativa apresentou resultados compativeis com Klebsiella spp. Os achados reforcam a
importancia da identificagdo microbioldgica para orientar decisdes terapéuticas.

Palavras-chave: Otite canina. Identificagdo bacteriana. Resisténcia bacteriana.
Area do Conhecimento: Ciéncias da Saude, Medicina Veterinaria.
Introducéo

A otite é uma condi¢éo de alta incidéncia na clinica veterinaria. A otite externa é caracterizada pela
inflamacé&o do canal auditivo (Marsella; Forsythe, 2012), com ou sem envolvimento do pavilh&o auricular
(O’Neill et al., 2021). Fatores primarios, predisponentes e condi¢cdes perpetuantes estdo associados ao
desenvolvimento dessa condigcdo, porém raramente causam a doenca auricular sozinhos, € necessario
essencialmente a combinacao desses fatores para o surgimento da doenca clinica (Bastos De Lima;
Queiroga; De Barros, 2022). Portanto, corpos estranhos, alergias e ectoparasitas podem desencadear
a inflamacdo do canal auditivo, enquanto infec¢des bacterianas e flngicas agravam e perpetuam a
doenca (Saridomichelakis et al., 2007). O tratamento inapropriado do canal auditivo também € uma
forma de predisposicdo da doenca, traumas mecanicos causados por tentativas de higienizacdo e o
uso excessivo de solugdes de tratamento podem prejudicar e agravar a evolugéo da condi¢do (Murphy,
2001).

O tratamento t6pico € 0 mais utilizado para esta doenca, embora o uso de antibiéticos sistémicos
também seja indicado e em muitos casos a maioria dos animais vai se beneficiar dele (Jangi Bajwa,
2019). Muitos animais também fazem o uso de corticosteroides ou AINEs durante o tratamento, e
farmacos adicionais para controle da dor, como opioides, sao frequentemente necessarios em quadros
cronicos (Engler, 2007). Alguns microrganismos envolvidos na otite externa canina, possuem
mecanismos de resisténcia, incluindo a capacidade de formar biofilmes, que dificultam a ac&o dos
antimicrobanos e comprometem a resposta imune protetora. Essa caracteristica contribui para a
persisténcia da infec¢do, tornando o tratamento convencional menos eficaz e aumentando a
probabilidade de recidivas. O uso indiscriminado de antimicrobianos, especialmente de amplo espectro
sem adequada investigacdo da causa primaria, favorece ainda mais o surgimento de microrganismos
multirresistentes, representando um desafio tanto para a satde animal quanto para a salde publica
devido ao potencial zoonético de algumas espécies. (Gheller et al., 2017; Rosales et al., 2024).
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Dessa forma, a identificagao correta dos agentes bacterianos envolvidos é essencial para o sucesso
terapéutico. O diagndstico microbiolédgico, aliado a testes de suscetibilidade, permite guiar ndo s6 a
escolha do tratamento tradicional, como também fornece subsidios para avaliar protocolos alternativos
em casos de infeccBes recorrentes ou refratarias (Tanveer et al., 2024).

O objetivo do presente estudo foi identificar de maneira presuntiva os microrganismos isolados de
cées com otite externa, destacando sua possivel participacdo no quadro infeccioso e sua relevancia
para o direcionamento de condutas terapéuticas adequadas.

Metodologia

O presente projeto foi submetido & Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da instituig&o,
tendo sido aprovado e registrado sob o protocolo n°® AO1/CEUA2025. Os tutores dos animais que
compbem este estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, manifestando
concordancia com a realizacdo do procedimento. Foram coletadas cepas clinicas do conduto auditivo
de cinco caes previamente diagnosticados com otite externa na Clinica Veterinaria Escola (CVET) da
Universidade do Vale do Paraiba (UNIVAP), por uma médica-veterinaria dermatologista atuante na
clinica. Para a coleta, utilizaram-se swabs estéreis, introduzidos cuidadosamente no conduto auditivo
externo, a fim de evitar contaminacdes e garantir a representatividade microbioldgica das amostras.
Adicionalmente, solicitou-se a profissional responsavel a coleta de laminas contendo material do canal
auditivo de cada animal, as quais foram submetidas a coloracdo de Gram, possibilitando comparac¢des
com os microrganismos observados nos cultivos.

As amostras obtidas por meio de swab foram transferidas para tubos de vidro estéreis contendo 5
ml de solucdo de Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C por 24 horas,
a fim de promover o crescimento bacteriano. Apés esse periodo, o material foi semeado em placas de
agar BHI, meio ndo seletivo que possibilita o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, sendo as placas incubadas a 37 °C por 24 horas. Constatado o crescimento bacteriano,
procedeu-se a coloragdo de Gram para caracterizagdo morfolégica e avaliacdo inicial dos
microrganismos.

Com o crescimento em agar BHI, o inéculo original foi expandido em placas de agar Mueller-Hinton
(MH). Paralelamente, parte do material foi preservada por congelamento, adicionando-se uma gota de
glicerol a 1 ml de cultura em microtubos do tipo Eppendorf, os quais foram armazenados e congelados.
Em seguida, o material foi transferido para meios seletivos, 4gar Manitol, preferencial para bactérias
Gram-positivas, e &gar MacConkey, seletivo para bactérias Gram-negativas. As placas foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C por 24 horas e, apdés esse periodo, o crescimento
bacteriano foi avaliado, sendo realizadas novas colora¢des de Gram. Na etapa seguinte, as col6nias
previamente isoladas foram congeladas da mesma forma que os in6culos originais, a fim de preservar
também este novo material.

ApOs a observagédo do crescimento bacteriano nos meios seletivos 4gar Manitol e 4gar MacConkey,
as colbnias suspeitas de bactérias Gram-negativas foram submetidas ao teste bioquimico Rugai
Modificado, adquirido comercialmente (Newprov) e aplicado conforme as instru¢des do fabricante.

Para as bactérias Gram-positivas, foi realizado o teste da catalase, adicionando-se uma gota de
peroxido de hidrogénio a 3% sobre uma lamina contendo uma alcada da amostra bacteriana. A
formacao imediata de bolhas foi interpretada como resultado positivo, indicando a presenca da enzima
catalase e, portanto, que a bactéria pertence ao género Staphylococcus, a auséncia, por sua vez sugere
gue pertence ao género Streptococcus.

Resultados

Observou-se crescimento significativo em todas as placas de agar Manitol, indicando a presenca de
bactérias Gram-positivas (Figura 1). Entre essas, algumas amostras fermentaram o manitol (Figuras 1,
amostras 1, 2 e 3), provocando alteragdo da coloracdo do meio, originalmente avermelhada, para
amarelo. Nas placas de agar MacConkey, apenas uma amostra (Figura 2, amostra 1) apresentou
crescimento expressivo, sugerindo a presenca de bactérias Gram-negativas.

As cinco amostras Gram-positivas foram submetidas ao teste da catalase (Figura 3), no qual todas
as cinco amostras se mostraram catalase-positivas, evidenciado pela formacéo de bolhas imediata ao
contato das col6nias com o peroxido de hidrogénio. Os isolados fermentadores de manitol
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apresentaram perfil compativel com Staphylococcus aureus, enquanto os ndo fermentadores se
assemelham ao comportamento esperado de Staphylococcus epidermidis. No entanto, essas
identificacfes sdo presuntivas, e sdo necessarios testes confirmatdrios adicionais.

A amostra Gram-negativa foi analisada pelo teste Rugai Modificado (Figura 4). Apos inoculacéo e
incubacédo por 24 horas em estufa bacteriolégica, exibiu o seguinte perfil: indol negativo, LDT negativo,
H.,S negativo, motilidade negativa, fermentacdo positiva de sacarose e glicose com producao de gas,
além de positividade para ureia e lisina. Esse conjunto de caracteristicas € compativel com o género
Klebsiella.

Figura 1 — Amostras Isoladas em agar Manitol.

Fonte: autor.

Figura 2 — Amostral Isolada em agar MacConkey.

Fonte: autor.

Figura 3 — Exemplo de Catalase positiva.
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Catalase

Fonte: autor
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Figura 4 — Resultado do teste Rugai Modificado.

Rugai Modificado

Fonte: autor.

Discusséo

Os microrganismos isolados nas diferentes amostras corroboram a caracteristica da otite canina,
especialmente da otite externa, de apresentar uma comunidade bacteriana diversa e complexa,
composta por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Nocera et al., 2021). No conjunto de
microrganismos mais frequentemente encontrados estéo os pertencentes aos géneros Staphylococcus,
Streptococcus spp., Corynebacterium spp., Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis, Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae (Petrov et al., 2019). Entre as Gram-positivas, Staphylococcus aureus é
comumente associada a esse tipo de infec¢éo, sendo classicamente identificada pela fermentacéo do
agar Manitol e pela positividade no teste de catalase com peréxido de hidrogénio (Merlino et al., 2000).
Sua incidéncia pode ser atribuida ao fato de se tratar de um patégeno comensal normal do conduto
auditivo, que, sob condi¢Bes favoraveis, pode proliferar e causar infec¢éo profunda do canal auricular
(Anil Kumar et al., 2019). Assim, os resultados obtidos neste estudo permitem presumir a presenca
dessa espécie entre as amostras analisadas.

De forma semelhante, Staphylococcus epidermidis, uma das bactérias Gram-positivas catalase-
positivas mais frequentemente isoladas em casos de otite externa (Parra; Ramirez-Barrios, 2006), é
considerada parte da microbiota cutdnea canina, mas reconhecida como agente oportunista em
situacdes de desequilibrio da flora auricular (Tang et al., 2020; Tanveer et al., 2024).

No grupo das Gram-negativas, a amostra isolada apresentou perfil bioquimico compativel com
Klebsiella spp. achado consistente com relatos anteriores de otite externa e piodermite em cées
(Nocera et al., 2021). Embora isolada com menor frequéncia em comparagdo a géneros como
Staphylococcus, Pseudomonas e Streptococcus, Klebsiella spp. é reconhecido tanto em casos agudos
guanto cronicos da doenca e esta comumente relacionado a resisténcia bacteriana (Doshi et al., 2007).
Portanto, seu isolamento neste estudo ndo representa um resultado inesperado, mas reforca a
importancia desse patégeno como potencial agente envolvido na perpetuacéo da infeccao.

Diante da diversidade microbiana envolvida e da crescente preocupagdo com a resisténcia
antimicrobiana, torna-se relevante investigar abordagens terapéuticas alternativas. A presenca
simultanea de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, muitas vezes com capacidade de formar
biofilmes ou apresentar resisténcia a multiplos farmacos, dificulta a erradicacdo completa da infeccao
apenas com tratamentos convencionais, especialmente em casos crdnicos ou recorrentes (Tang et al.,
2020; Tanveer et al., 2024; Tesin; Kovacevi¢, 2025). Estratégias inovadoras que atuem de forma
seletiva sobre os patdgenos presentes, sem comprometer a microbiota normal, podem oferecer maior
eficacia clinica, reduzir a necessidade de multiplos ciclos de antibioticos e minimizar o risco de
desenvolvimento de resisténcia adicional. Além disso, essas abordagens alternativas abrem espaco
para intervencdes mais seguras, direcionadas e sustentaveis, contribuindo para a melhoria do manejo
clinico de otites externas em caes e para a preservacdo da eficacia dos antimicrobianos disponiveis
(Gomes et al., 2024).
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Conclusao

O presente estudo permitiu isolar e caracterizar, de forma presuntiva, diferentes microrganismos
associados a otite externa canina. Entre os isolados Gram-positivos, os resultados sugerem a presenca
de espécies do género Staphylococcus, com perfis compativeis a Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis. A amostra Gram-negativa apresentou caracteristicas bioquimicas
compativeis com o género Klebsiella. A caracterizacdo desses microrganismos ressalta a importancia
da identificacdo microbioldgica como ferramenta essencial para a escolha terapéutica adequada.

Adicionalmente, os achados reforcam a necessidade de investigar e adotar abordagens terapéuticas
alternativas que néo favorecam o desenvolvimento de resisténcia bacteriana, capazes de proporcionar
maior eficacia no controle das infecgBes, sobretudo em casos de otites crénicas ou refratarias, nos
quais a resposta ao tratamento convencional tende a ser limitada.
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