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ABSTRACT. Marotta C.R., Sanavria A. & Scherer P.O. [Comparative study of
CHROMagar Orientation chromogenic method and conventional microbiological
methods of cultivation coupled to otitis externa in domesticated dogs (Canis familia-
ris Linaeus, 1758)]. Estudo comparativo de método cromogénico CHROMagar Orien-
tation e métodos de cultivo microbioldgicos convencionais associados a otite externa
em caes domésticos (Canis familiaris Linaeus, 1758). Revista Brasileira de Medicina
Veterinaria, 34(4):265-269, 2012. Curso de Pos-Graduagdo de Medicina Veterinaria,
Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, BR 465 km 7,
Seropédica, RJ 23890-000, Brasil. E-mail: carolinamarotta2000@ yahoo.com.br

The objective of this study was to evaluate the performance of CHROMagar Orien-
tation compared to conventional means of crops associated with otitis externa in dogs
naturally affected household. 72 samples were collected swabs from ear secretions of
animals with clinical signs of otitis. For the microbiological identification of gender and
samples of the bacterial species were grown in medium CHROMagar Orientation Agar
and Blood of 5% sheep Of the 84 bacteria isolated by the usual methods, 27 (32,1%)
were Pseudomonas spp., 14 (16.7%), Streptococcus spp., 12 (14.3%) Escherichia coli,
7 (8.3%), Corynebacterium spp., 5 (6%) Staphylococcus intermedius, 7 (8.3%) coagu-
lase-negative Staphylococcus, 8 (9.5%) S. aureus, 2 (2.4%) Proteus sp. and 2 (2.4%)
Bacillus sp. Among the 58 bacterial strains isolated by the method CHROMagar orien-
tation, 24 (41.2%) were Pseudomonas spp. displaying cream and translucent colonies,
14 (24.1%) Streptococcus spp. displaying turquoise colonies, 11 (19%) Escherichia
coli colonies exhibiting red, 7 (12%) S. aureus golden, opaque, small, 2 (3.4%) Proteus
spp. showing brown halo. Among the 72 samples analyzed, 50 (69.4%) had concordant
results by both methods, 22 (30.5%) had discrepant results, and 16 (22.2%) could not
be identified by any of the two methodologies. In conclusion, CHROMagar Orienta-
tion showed a quick and easy means of differentiation of pathogens. Waiver biochemi-
cal tests, provides greater autonomy to the veterinary practitioner and greater agility in
the routine laboratory contributing to a rapid and associated with in vitro susceptibility
testing contributes to establish an early and appropriate treatment protocol.

KEY WORDS. CHROMagar orientation, conventional methods, otitis externa, dog.
RESUMO. O objetivo deste trabalho foi avaliar o vos em Agar sangue de carneiro a 5%, para iden-

desempenho do meio cromogénico CHROMagar tificar bactérias associadas a otite externa em caes
Orientation, em relagdo a meios usuais de culti- domésticos naturalmente acometidos. Foram cole-
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tadas 72 amostras de swabs de secregdes auricula-
res de animais com sinais clinicos de otite. Das 84
bactérias isoladas por métodos usuais, 27 (32,1%)
eram Pseudomonas spp., 14 (16,7%) Streptococcus
spp., 12 (14,3%) Escherichia coli, 7 (8,3%) Cory-
nebacterium spp., 5 (6%) Staphylococcus interme-
dius, 7 (8,3%) Staphylococcus coagulase negativa,
8 (9,5%) Staphylococcus aureus, 2 (2,4%) Proteus
sp. € 2 (2,4%) Bacillus sp. Dentre as 58 cepas bacte-
rianas isoladas pelo método CHROMagar Orienta-
tion, 24 (41,2%) eram Pseudomonas spp. exibindo
colonias cremes e translicidas, 14 (24,1%) Strep-
tococcus spp. apresentando colOnias turquesas, 11
(19%) Escherichia coli com coldnias de cor verme-
lha, 7 (12%) S. aureus com colonia dourada, opaca
e pequena, 2 (3,4%) Proteus spp. exibindo colonias
com halo marrom. Entre as 72 amostras analisadas,
50 (69,4%) apresentaram resultados concordantes
pelos dois métodos, 22 (30,5%) apresentaram re-
sultados discrepantes, e 16 (22,2%) ndo puderam
ser identificadas por nenhuma das duas metodolo-
gias. Como conclusdo, CHROMagar Orientation
mostrou-se um meio de rapida e facil diferenciagio
de patdgenos. Dispensa testes bioquimicos, propor-
ciona uma maior autonomia ao clinico veterinario e
maior agilidade na rotina laboratorial, contribuindo
para um diagnostico rapido e associado a testes de
susceptibilidade in vitro contribui para o estabeleci-
mento de um protocolo terapéutico precoce e ade-
quado.

PALAVRAS-CHAVE. Orienta¢do Chromagar, métodos con-
vencionais, otite externa, cao.

INTRODUCAO

A otite externa € definida como a inflamacao dos
canais auditivos e pode envolver a por¢do mais pro-
ximal do pavilhdo auricular (Rosychuk & Luttgen
2004). Nao ¢ mais considerada uma doenga isola-
da do canal auditivo, mas sim uma sindrome que
frequentemente reflete uma doenga dermatologica
sist€émica (Jacobson 2002).

A otite externa ¢ o disturbio mais comumente
diagnosticado em cdes (Ginel et al. 2002). Repre-
sentam cerca de 8% a 15% da casuistica dos caes en-
caminhados a avaliacdo clinica veterinaria no Brasil
(Leite 2000). Estima-se que a otite externa acomete
de 5 a 20% dos caes e a incidéncia de perfuragao
timpanica associada a otite média esta entre 0,03% a
50% dos casos (Rosychuk & Luttgen 2004). Segun-
do Farias (2002), a otite externa cronica correspon-
de a 76,7% dos casos de otopatia em caes.

Essa enfermidade é dolorosa, causa desconforto
extremo e requer tratamento imediato. A negligén-
cia no tratamento e no manejo dos animais pode
levar a otite cronica e/ou média e interna podendo
resultar em comprometimento do aparelho vestibu-
lococlear, ruptura da membrana timpanica e perda
da audicdo e da qualidade de vida.

A microbiota da orelha externa de caes ¢ consti-
tuida por cocos gram-positivos, bastonetes Gram-
-positivos (Bonates 2003). Os seguintes organismos
podem ser identificados em orelhas com otite exter-
na: cocos (Staphylococcus sp., Streptococcus sp.),
bastonetes (Pseudomonas sp., Proteus sp., € outras
bactérias gram-negativas) (Tater et al. 2003).

A'identificagdo por métodos convencionais como
a cultura bacteriologica aerdbica em agar sangue ¢
trabalhosa e requer longo periodo de tempo. Esse
método ¢ baseado na morfologia das coldnias, bac-
terioscopia e provas bioquimicas.

O Chromagar orientation ¢ um meio de cultu-
ra ndo seletivo para isolar, identificar diretamente e
contar as bactérias presentes em um material biolo-
gico, dispensando testes bioquimicos. Esses meios
contém substratos que reagem com enzimas secreta-
das pelos microrganismos produzindo colonias com
varias pigmentagdes. Essas enzimas sdao espécies
especificas, e permitem a identificagdo presuntiva
dos microrganismos através da cor e caracteristicas
da coldnia (Oliveira et al. 20006).

Objetiva-se, neste estudo, avaliar o desempenho
do Chromagar Orientation em relagdo a métodos
convencionais de cultivos associados a otite exter-
na em caes domésticos naturalmente acometidos. O
intuito de apresentar informagdes uteis para o de-
senvolvimento e aplicagdo de medidas de diagnds-
tico pratico e rapido, fornecer maior autonomia ao
clinico veterinario e maior agilidade na rotina labo-
ratorial e consequentemente no estabelecimento do
protocolo terapéutico precoce e adequado visando a
saude auditiva e o bem-estar animal.

MATERIAL E METODOS

Um total de 36 caes participaram deste estudo.
A cada animal foi atribuido uma ficha clinica, com
numero de registro para facilitar sua identificagao.
Os animais residiam no municipio de Seropédica,
RJ (latitude 22°45’ Sul, longitude 43°42° Norte e al-
titude de 33 m).

Os animais foram colocados sobre mesa e conti-
dos fisicamente com as maos e auxilio de focinheiras.
Foram acompanhados através de visitas domicilia-
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res, com autorizacao e prévia orientacao dos proprie-
tarios, através de exame clinico geral e especifico
detalhado segundo protocolo pré-estabelecido e os
dados registrados em formularios individuais. Fo-
ram observados os aspectos macroscopicos da orelha
externa e pavilhdo auricular direito e esquerdo, alte-
racdes clinicas, anamnese, inspecdo clinica direta e
com auxilio de otoscOpio veterinario e exame fisico
para a verificagdo dos sinais clinicos de otite externa.

Os exames laboratoriais incluiram cultura bac-
teriologica aerdbica bilateral da orelha externa. As
72 amostras foram colhidas, sem sedagao, introdu-
zindo-se um swab estéril seco e com meio Stuart
dentro da porg¢do vertical do conduto auditivo ex-
terno, com o cuidado de ndo contamina-lo através
do contato com o pavilhdo externo (Figura 1). As
amostras imersas em meio de cultura, mantidas em
refrigeragao eram enviados ao laboratdrio em até 24
horas depois da colheita.

R ® o \

Figura 1. Coleta de amostras de secregbes auriculares atra-
vés da introdugédo de um swab estéril dentro da porgéo ver-
tical do conduto auditivo externo de canino da raga cocker
spaniel.

(a) e em meio Chromagar Orientation (b).

Figura 2. Amostras de secregdes auriculares semeada em meio agar sangue de carneiro a 5%

Empregou-se microscopia direta a partir de es-
fregago em lamina direto do swab para verificacao
da presenca e estudo morfologico de agentes micro-
bianos através da coloragao Gram.

A cultura bacteriologica foi realizada no Labo-
ratorio de Doencas Parasitdrias do Departamento
de Epidemiologia e Saude Publica e a cultura mi-
cologica no Laboratorio de Micologia do Departa-
mento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria,
da UFRRJ. Para a identificacdo microbiologica do
género e da espécie bacteriana as amostras de secre-
coes auriculares foram semeadas em meio de Agar
Sangue de carneiro a 5% (Figura 2a), Chromagar
Orientation (Figura 2b). As placas do Chromagar
Orientation foram incubadas em aerobiose a 37 °C
durante 24-48 horas. E um meio de cultura cromogé-
nico nao seletivo para o isolamento e diferenciagao
de patogenos. As leituras das placas e a interpreta-
cdo dos resultados foram realizadas pela observacao
da morfologia e da pigmentacao das colodnias.

O meio CHROMagar® Orientation foi interpre-
tado segundo orientagao do fornecedor do meio de
cultura (Probac do Brasil).

As placas de Agar Sangue foram incubadas em
aerobiose a 37 °C durante 24-72 horas. Empregou-
-se a partir do isolamento bacteriano para verifica-
cdo da presenga e estudo morfologico de agentes
bacterianos através da coloragao Gram.

As amostras foram identificadas e foi utilizado
como controle cepa de Staphylococcus aureus (ATCC
6538P) e classificadas através de bacterioscopia e
provas bioquimicas e segundo Quinn et al. 2005.

Em caso de auséncia de crescimento bacteriano
no plaqueamento direto, uma segunda tentativa de
isolamento bacteriano foi feita a partir do caldo in-
fuso cérebro coracao (BHI).
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RESULTADOS

Das 72 amostras analisadas, 56 (77,8%) resulta-
ram em crescimento microbiano nas duas metodo-
logias, enquanto 16 (22,2%) foram negativas, nao
apresentaram crescimento de bactérias, mostrando-
-se estéreis aos cultivos empregados.

Os resultados obtidos métodos usuais verificou
um total de 56 amostras que resultaram em cultivos
bacterianos positivos foram obtidas 84 cepas bacte-
rianas. Dentre as 84 cepas bacterianas isoladas por
meios usuais de cultivo, a espécie mais prevalen-
te foi Pseudomonas spp. 27 (32,1%), seguida por
Streptococcus spp. 14 (16,7%) Escherichia coli 12
(14,3%), Corynebacterium sp. 7 (8,3%), Staphylo-
coccus intermedius 5 (6%), Staphylococcus coagu-
lase negativa 7 (8,3%), S. aureus 8 (9,5%), Proteus
spp. 2 (2,4%) e Bacillus spp. 2 (2,4%).

Dentre as 58 cepas bacterianas isoladas pelo mé-
todo chromagar orientation, 24 (41,2%) Pseudomo-
nas spp. exibindo coldnias cremes e translucidas, 14
(24,1%) Streptococcus spp. exibindo coldnias tur-
quesas, 11 (19%) E. coli exibindo coldnias de cor
vermelha, 7 (12%) S. aureus dourada, opaca e pe-
quena, 2 (3,4%) Proteus spp. exibindo halo marrom.

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos atra-
vés das duas metodologias.

Tabela 1. |dentificagdo dos isolados clinicos através do meio
cromogénico e agar sangue.

Agentes Microbianos Isolamento por Concordancia
Chromagar Agar sangue entre métodos

(%)

Pseudomonas spp. 24 27 88,9
Streptococcus spp. 14 14 100
Escherichia coli 11 12 91,7
Corynebacterium sp. - 07 -
Staphylococcus intermedius - 05 -
Staphylococcus coagulase - 07 -
negativa
S. aureus 07 08 -
Proteus spp. 02 02 87,5
Bacillus spp. - 02 100
Total 58 84 -

Os resultados positivos do Agar sangue foram
concordantes com aqueles obtidos no meio cromo-
génico para 50 das 72 amostras (69,4%) e 22 amos-
tras (30,5%) apresentaram resultados discrepantes.

DISCUSSAO

Todos os animais que participaram do estudo
apresentavam sinais clinicos de otite, de forma que
as amostras estéreis podem ser justificadas por um
eventual erro na coleta, transporte inadequado, ob-

tencdo de amostra otologica durante o tratamento
antimicrobiano ou, ainda, otites ndo infecciosa cau-
sadas por processos alérgicos, acaros, corpos estra-
nhos e contato com irritantes (Logas 1994, Griffin
1996, Curtis 2004).

No presente estudo, uma alta prevaléncia de
Pseudomonas sp. a partir de amostras de ouvidos de
caes com sinais clinicos de otite externa foi reporta-
da. Fernandez et al. (2006) também verificaram alta
prevaléncia bacteriana desse género, considerando
a espécie mais prevalente Pseudomonas aeruginosa
isolada em 22,2% e Cole et al. (1998) verificaram
isolados das orelhas externas P. aeruginosa (17,6%)
e Petersen et al. (2002) observaram o isolamento de
P aeruginosa em 27,8% das amostras analisadas,
estes percentuais foram proximos ao de bactérias do
mesmo género isoladas no presente estudo. O maior
isolamento de Pseudomonas sp. provavelmente se
deve as infecgdes bacterianas multiplas, dentre as
quais se observou um alto percentual de associa-
¢Oes bacterianas com o isolamento de Pseudomo-
nas sp. Oliveira et al. (2005), no Ceard, observa-
ram que a espécie P. aeruginosa, a segunda bactéria
mais frequente, foi mais predominante nos cultivos
bacterianos mistos do que nos cultivos Unicos, as-
sim como foi observado no presente estudo.

O meio de cultura cromogénico ¢ um meio que
possue na sua formulacdo uma série de substratos
cromogénicos. As bactérias possuem enzimas que
dividem estes substratos, dando origem a compos-
tos coloridos que diferenciam as colonias pela cor
que elas adquirem quando em cultura neste meio.
O Chromagar orientation ¢ um meio de cultura ndo
seletivo para isolar, identificar diretamente e contar
as bactérias presentes em um material biologico.

O Chromagar Orientation permite a identificacao
de bacilos gram negativos como a Escherichia coli,
Proteus spp., Pseudomonas spp., Klebsiella spp., e
bem como, cocos gram positivos como S. aureus, €
Streptococcus spp. em um tempo de 24 a 48 horas e
dispensando a realizagao de testes bioquimicos.

Os resultados evidenciam que o método cro-
mogénico pode ser utilizado para identificagdo da
maioria das bactérias prevalentes em otites exter-
nas de caes. Contudo, ndo sdo capazes de identificar
todas as bactérias, como S. intermedius e Coryne-
bacterium spp., frequentemente envolvidas nesta
enfermidade. A correta identificagdo das espécies
pode contribuir para o estabelecimento de uma tera-
pia adequada e consequentemente diminui a frequ-
éncia de isolados resistentes aos antibidticos.
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Além disso, sete dos oito isolados de S. aureus
identificados por cultivo em Agar sangue e testes
bioquimicos apresentaram colonias douradas, opa-
cas e pequenas no meio cromogénico halo marrom.
Quase 90 % dos isolados de Pseudomonas spp.
(N=27) identificadas por métodos manuais exibi-
ram colonias cremes e translicidas, 93% de Strep-
tococcus spp. (N=14) identificados por cultivos
usuais apresentaram coldnias turquesas. Enquanto
92% dos isolados de E. coli (N=12) identificadas
por métodos usuais apresentaram coldnias verme-
lhas em Chromagar orientation. Apresentando as-
sim uma especificidade de 60% e sensibilidade de
89% para a identificacdo de Pseudomonas sp. Para
a identificacdo de E. coli. a especificidade foi de
65% e a sensibilidade de 92% . Enquanto para a
identificagdo de S. aureus a especificidade foi de
67% e sensibilidade de 87%.

A similaridade de 100% verificada na identifica-
cdo de Streptococcus spp. e Proteus spp., obtidas
através do cultivo em Chromagar Orientation € em
Agar sangue.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, Chroma-
gar Orientation mostrou-se um meio de rapido e fa-
cil isolamento, caracterizado pela identificagdo pre-
suntiva de patdgenos associados a otite externa em
caes. Dispensa testes bioquimicos proporcionando
uma maior autonomia ao clinico veterinario e maior
agilidade na rotina laboratorial, contribuindo para
um diagnoéstico rapido. A associagdo da identifica-
¢do presuntiva utilizando este meio cromégeno a
testes de sensibilidade in vitro contribui para o es-
tabelecimento de um protocolo terapéutico precoce
e eficaz, evitando assim a cronicidade e recidiva da
infeccdo, auxiliando na manutengdo da saude audi-
tiva e no bem-estar animal.

Entretanto, mais estudos serdo necessarios para
estabelecer a confiabilidade do meio de CHROMa-
gar e sua aplicabilidade.
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