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RESUMO

As otopatias infecciosas em caes sao uma das afec¢des mais frequentes no atendimento
de rotina de animais de companhia. A doenga ¢ caracterizada por -etiologia
polimicrobiana, causada predominantemente por bactérias e leveduras requerendo,
portanto, diagnostico laboratorial. No entanto, em condigdes de rotina, o diagnostico
etiologico ¢ baseado comumente em métodos fenotipicos tradicionais. Ainda, devido a
patogenicidade de certos agentes e a evolucdo para casos cronicos, muitos animais
necessitam do uso frequente de antimicrobianos, fato que pode aumentar a pressao
seletiva para bactérias multirresistentes. Neste cendrio, o presente estudo investigou a
etiologia da otite externa bilateral em 157 caes, diagnosticada por técnicas
convencionais de cultivo microbiano (infec¢do > 5 unidades formadoras de coldnias) e
por espectrometria de massas (Matrix assisted laser desorption ionization time-of-flight
mass spectrometry - MALDI-TOF MS). Ainda, foram avaliados o perfil de
sensibilidade/resisténcia in vitro dos isolados e aspectos epidemioldgicos dos casos
(idade, sexo, raga e periodo do ano de ocorréncia). A otite predominou em caes sem
raga definida (61/157=38,9%), com ocorréncia equivalente entre fémeas e machos. Foi
observada ampla variacdo de idade (2 meses e 16 anos, com média de 6,4 anos), com
associacao significante (p=0,0008) entre o isolamento dos patdgenos e animais > 7 anos
(56/132=42,4%), bem como associa¢do significante (p<0,0001) entre o isolamento de
patogenos e periodo de verdo, particularmente para agentes de origem ambiental. Foram
identificados 352 isolados pertencentes a 26 espécies, dos quais 77,3% (272/352) e
22,7% (80/352) foram isolados, respectivamente, em cultura pura ou em associa¢ao. Os
micro-organismos mais frequentemente isolados (em cultura pura ou em associagao)
foram Staphylococcus pseudintermedius (117/352=33,2%), Staphylococcus schleiferi
(54/352=15,3%),  Staphylococcus  intermedius  (47/352=13,4%), Malassezia
pachydermatis (31/352=8,8%), Pseudomonas aeruginosa (23/352=6,5%), Proteus
mirabilis (19/352=5,4%) e Escherichia coli (11/352=3,1%). Em 95,5% (150/157) dos
cdes foram isolados micro-organismos em ambos os condutos auditivos. Os isolados
foram sensiveis in vitro principalmente para florfenicol (284/317=89,6%), amicacina
(274/317=86,4%) e amoxicilina/acido clavulanico (274/317=86,4%), enquanto
apresentaram elevada resisténcia para sulfametoxazole/trimetoprim (152/317=48,0%).
Multirresisténcia foi observada em 17,0% dos isolados (54/317), principalmente para
Pseudomonas  aeruginosa (22/54=40,7%) e Staphylococcus pseudintermedius
(10/54=18,5%). Ainda, na literatura consultada, Acinetobacter iwoffii, Kerstersia
gyiorum, Streptococcus halichoeri e Staphylococcus caprae sao descritos pela primeira
vez como agentes de otite externa em caes. Grande complexidade de micro-organismos
identificada por MALDI-TOF MS e ocorréncia de multirresisténcia bacteriana foi
observada no presente estudo, reforcando a complexidade etioldgica da otite externa
canina, a relevancia da introducdo de técnicas moleculares no diagnostico em nivel de
espécies dos isolados e a necessidade do uso racional de antimicrobianos no tratamento
de animais domésticos. O presente estudo contribuiu na identificagdo etiologica de




casos de otite externa em cdes com base em protedmica, no perfil de sensibilidade in
vitro dos isolados e na vigilancia da multirresisténcia bacteriana.

Palavras-chave: caes, infeccdo de conduto auditivo, MALDI-TOF MS, resisténcia

multipla aos antimicrobianos.
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ABSTRACT

Canine infectious otitis comprises one of the most common disorders in the routine care
of companion animals. The disease reveals a polymicrobial etiology, caused mainly by
bacteria and yeasts, and requires laboratory support for the diagnosis. Nonetheless,
routine microbiological diagnosis of canine otitis is based on traditional phenotypic
tests. In addition, due to the pathogenicity of some causal agents, a great number of
dogs evolve to chronic cases, and require frequent use of antimicrobials, which that may
increase the selective pressure on multidrug-resistant bacteria. Considering this
scenario, we investigated the etiology of external bilateral otitis in 157 dogs diagnosed
based on conventional microbial culture and mass spectrometry (Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization-Time of flight Mass Spectrometry - MALDI-TOF MS). In
addition, the in vitro susceptibility/resistance pattern of the isolates to antimicrobials
and selected epidemiological data (age, gender, breed, seasons) were assessed. A
predominance of otitis was observed among cross-breed dogs (61/157=38.9%), with an
equally occurrence in male and female. The dogs showed a wide variation of age (2
months to 16 years old, average 6.4 years old), and a significant association (p=0,0008)
between isolation of the pathogens and dogs > 7 years old (56/132=42.4%)), as well as a
significant association (p<0,0001) between isolation of the pathogens and summer
season, particularly to environmental agents. Data on gender were unremarkable. Three
hundred and fifty-two isolates belonging to 26 species were identified, from which
77.3% (272/352) and 22.7% (80/352) were isolated in pure culture or coinfections,
respectively.  Staphylococcus pseudintermedius (117/352=33.2%), Staphylococcus
schleiferi (54/352=15.3%), Staphylococcus intermedius (47/352=13.4%), Malassezia
pachydermatis (31/352=8.8%), Pseudomonas aeruginosa (23/352=6.5%), Proteus
mirabilis (19/352=5.4%), and Escherichia coli (11/352=3.1%) were the most frequent
microorganisms isolated in pure culture or combined infections. Among all dogs
sampled, 95.5% (150/157) revealed isolation of agents in both auditive conducts. Most
of isolates showed in vitro susceptibility to florfenicol (284/317=89.6%), amikacin
(274/317=86.4%), and amoxicillin/clavulanic acid (274/317=86.4%), whereas high
resistance was observed to sulfamethoxazole/trimethoprim (152/317=48.0%). Bacterial
multidrug resistance was observed among 17% (54/317) of isolates, particularly for
Pseudomonas aeruginosa (22/54=40.7%) and Staphylococcus pseudintermedius
(10/54=18.5%). To our knowledge, Acinetobacter iwolffii, Kerstersia gyiorum,
Streptococcus halichoeri, and Staphylococcus caprae were reported for the first time as
causal agents of external otitis in dogs. Overall, MALDI-TOF MS diagnosis revealed a
high diversity of microorganisms among dogs infected, as well as the presence of
multidrug-resistant ones. This result highlights the polymicrobial nature of external
canine otitis, the relevance to include molecular techniques at species-level diagnosis of
this disorder, and the need for rational use of antimicrobials in therapy approaches of
domestic animals. Our study contributes to proteomic-based identification of the




etiology of external canine otitis, in vitro antimicrobial susceptibility patterns, and
vigilance of bacterial multidrug resistance in domestic animals.

Key-words: ear canal, MALDI-TOF MS, clinical otitis, dogs, multiple antimicrobial
resistance.
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1. INTRODUCAO

Dados da Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para Animais de
Estimacdo (ABINPET), estimaram, em 2019, a existéncia de 55,1 milhdes de caes
domiciliados no Brasil, representando, provavelmente, uma das maiores populagdes
desta espécie doméstica em todo mundo. Ademais, o contato estreito entre os tutores e
seus animais de estimagdo pode favorecer a disseminacdo de agentes microbianos entre
os caes ¢ humanos (TUNON et al., 2008).

A otopatia canina ¢ uma das afecgcdes mais frequentemente observadas no
atendimento de rotina de animais de companhia. Estima-se que, no Brasil, as otites
representem entre 8 e 15% dos casos atendidos na pratica veterindria. As otites sdo
classificadas de acordo com a por¢do acometida do ouvido (externa, média ou interna)
e, também, quanto ao comprometimento uni ou bilateral (CARVALHO, 2017).

A microbiota do conduto auditivo ¢ composta predominantemente por bactérias
do género Staphylococcus e por leveduras do género Malassezia. Mudangas de
temperatura, umidade e pH do conduto auditivo podem favorecer a multiplicagdo dos
micro-organismos residentes da microbiota local, determinando casos clinicos de otite
(GIRAO et al., 2006).

A etiologia da otite canina ¢ multifatorial, influenciada por fatores primarios,
predisponentes e perpetuantes. Os fatores primarios sdo aqueles capazes de induzir
inflamacao do conduto auditivo externo do animal, na presenca ou auséncia de fatores
predisponentes e perpetuantes, representados por ectoparasitas, neoplasias otoldgicas e
desordens de queratinizagdo. Os fatores predisponentes sdo caracterizados por favorecer
a otite externa, uma vez que causam alteracdes no microclima do conduto auditivo,
levando a interacdo das causas primarias e dos fatores perpetuantes, resultando na
otopatia (GLAZE, 2013), incluindo fatores anatdmicos e raciais, como hipertricose
auricular, produgdo excessiva de cerimen, estenose de conduto e pavilhdo auricular
penduloso (WERNER, 2014; CARVALHO, 2017).

Os fatores perpetuantes ocorrem ap6s o desenvolvimento de otite externa como
resultado dos fatores primdrios e predisponentes (GLAZE, 2013). Sdo os principais
responsaveis pela evolucdo cronica da infeccdo e estdo associados com a ineficiéncia

dos tratamentos de certos casos. Como fatores perpetuantes da otite canina merecem
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destaque as infecgdes bacterianas e fungicas, e alteragdes cronicas no conduto auditivo
(MOURA et al., 2010; CARVALHO, 2017).

Os sinais clinicos da otite canina variam de acordo com a internalizagdo ¢
gravidade das infec¢des, variando desde meneio cefalico, prurido, dor regional e
exsudato excessivo em otite externa, até sinais neuroldgicos, como nistagmo, desvio de
cabeca e ataxia na otite interna (LINZMEIER & ENDO, 2009; WERNER, 2014).

O diagnoéstico de rotina da otite em caes comumente ¢ baseado nos sinais
clinicos. Ainda, nos casos que a secre¢do do conduto auditivo € submetida ao cultivo
microbioldgico, o diagndstico dos agentes causais tem sido predominantemente baseado
em testes fenotipicos convencionais ou, por vezes, restrito a classificacdo etioldgica em
nivel de género (TUNON et al., 2008; MOURA et al., 2010). Na ultima década, a
utilizagdo da analise protedmica por espectrometria de massas (MALDI-TOF MS) tem
possibilitado a identificagdo fidedigna de bactérias e leveduras em curto espago de
tempo (MAKITA, 2019). No entanto, poucos estudos tém utilizado essa técnica para o
diagnodstico dos agentes da otite canina em nivel de espécie (ASSUMPCAO et al.,
2019).

A natureza polimicrobiana das infec¢des do conduto auditivo de caes e, também,
as diferencas no perfil de sensibilidade in vitro dos isolados aos antimicrobianos, sdo
fatores que dificultam o tratamento da afec¢dao. Dessa forma, a colheita de secrecdo do
conduto auditivo visando a identificagdo dos patdogenos e o perfil de sensibilidade in
vitro aos antimicrobianos, pode melhorar a eficacia do tratamento (CARVALHO, 2017)
e evitar o uso nao racional de antimicrobianos (SILVEIRA et al., 2008).

Devido ao uso intenso de antimicrobianos na espécie canina € o contato estreito
dos animais com os tutores, os caes representam fonte potencial de bactérias
multirresistentes aos antimicrobianos (SCHERER et al.,, 2014). Neste cenario,
considerando a grande populacdo canina no Brasil, a elevada casuistica da otite
infecciosa em caes, a emergéncia mundial da multirresisténcia bacteriana, o nimero
restrito de estudos utilizando a espectrometria de massas no diagnostico da etiologia das
otopatias em cdes e a alta acurdcia da técnica, o presente estudo investigou a
multirresisténcia aos antimicrobianos e a etiologia microbiana na otite externa canina,

identificada por espectrometria de massas.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Anatomia e fisiologia do ouvido canino

O ouvido canino ¢ subdividido em trés estruturas: ouvido externo (composto por
pavilhdo auricular, meato acustico externo ¢ membrana timpanica), ouvido médio e
interno (COLE, 2009; KONING & LIEBICH, 2016). Os ouvidos externo e médio sdo
responsaveis pela captacdo e condug¢do de ondas sonoras, enquanto o ouvido interno,
além da captacdo do som, esta relacionado com o equilibrio e a orientagdo do animal
(KONING & LIEBICH, 2016).

O pavilhdo auricular canino ¢ uma estrutura anatdmica que apresenta formato de
funil assimétrico e se transforma em tubo, a medida que se aproxima da porc¢ao inferior
(LOGAS, 1994). E uma estrutura mével em todos os cdes, e os movimentos sio
responsaveis por captar vibragdes sonoras e transmiti-las ao timpano. Grande variedade
de formas, tamanhos e postura das orelhas sdo encontradas nos caes, porém nao esta
totalmente esclarecida a influéncia destas diferentes conformacdes na habilidade
auditiva dos animais (DYCE, 2010).

O meato acustico externo ou conduto auditivo ¢ dividido em uma por¢ao
cartilaginosa distal e outra estrutura 6ssea proximal. A porcao cartilaginosa apresenta
trajeto vertical e descendente. Possui entre 5 € 7 cm de comprimento, embora seja
bastante variavel dependendo da espécie animal (GLAZE, 2013). A porgdo Ossea ¢
curta, curva-se num angulo medial e horizontal, e termina no anel timpanico, onde se
situa a membrana timpanica. O conduto auditivo ¢ composto por epitélio escamoso
estratificado, contendo glandulas sebaceas e ceruminosas tubulares, responsaveis pela
secrecdo de cerimen (KONING & LIEBICH, 2016).

A membrana timpanica caracteriza-se como estrutura epitelial que separa a
orelha externa da orelha média. E transliicida e concava, subdividida em pars flaccida e
pars tensa (GLAZE, 2013). Esta estrutura € responsavel por transmitir as ondas sonoras
externas aos pequenos o0ssos (ossiculos) do ouvido médio e ¢ composta por trés
camadas: epiderme escamosa estratificada externa, tecido conjuntivo fibroso central e
mucosa interna (KONING & LIEBICH, 2016).

A orelha média ¢ composta pela cavidade timpanica, os ossos da audi¢do e a
tuba auditiva (KONING & LIEBICH, 2016). Apresenta-se como espago irregular

inserido dentro do osso temporal, preenchido predominantemente por ar proveniente da
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parte nasal da faringe, que ¢ levado pela tuba auditiva. Dentro da cavidade timpanica
estdo inseridos trés ossiculos, denominados martelo, bigorna e estribo (ELLENPORT,
1986). Estas estruturas estdo unidas entre si para que seja formada uma corrente de
vibragdo, que se inicia na membrana timpanica e termina na janela do vestibulo,
estrutura que divide a orelha média da interna. Os ossiculos da orelha média transmitem
vibragdes da membrana timpanica e ampliam em, pelo menos, 20 vezes essas vibragoes,
propiciando a formacdo de ondas na endolinfa presente na orelha interna (KONING &
LIEBICH, 2016).

A tuba auditiva, anteriormente denominada “trompa de Eustaquio”, equaliza a
pressdo atmosférica nos dois lados das membranas timpanicas. Possui segmento 6sseo
proximo a cavidade timpanica e o segmento cartilaginoso em dire¢do a faringe
(KONING & LIEBICH, 2016).

O ouvido interno consiste em labirinto 6sseo e membranoso. O labirinto 6sseo €
formado por cavidades presentes na parte petrosa do osso temporal, dividido em trés
por¢des: vestibulo, canais semicirculares e coclea (ELLENPORT, 1986). Na coclea, se
encontra o liquido denominado perilinfa, que absorve as vibragdes 6sseas (SAMPAIO &
OLIVEIRA, 2006). O labirinto membranoso estd alojado na cavidade Ossea e ¢
separado da parede Ossea, parcialmente, pela perilinfa (FRASER, et al., 1970), que
cont¢tm o fluido denominado endolinfa, relacionado com a audicdo e equilibrio do

animal (DYCE et al., 2010).
2.1.1 Otite externa

A otite externa ¢ definida como a inflamag¢do do epitélio que reveste o meato
acustico externo, ou seja, o pavilhdo auditivo, canais verticais e horizontais, até¢ a
membrana timpanica (WERNER, 2014). E considerada uma das afeccdes mais
frequentes em cdes, com predominio em animais entre 5 e 8 anos (LINZMEIER &
ENDO, 2009; BENSIGNOR & GERMAIN, 2009), que pode ser dividida quanto a
evolucdo em aguda, subaguda e cronica. Os casos agudos perduram até 7 dias,
subagudos entre 7 e 30 dias, e cronicos apresentam sinais clinicos por mais de 30 dias
(MEDLEAU & HNILICA, 2006).

A otite externa se caracteriza por etiologia multifatorial, com influéncia dos
fatores primarios, predisponentes e perpetuantes (ROUGIER, 2005). Esta afecgdo ¢

considerada como desordem dermatoldgica, uma vez que a orelha ¢ considerada
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extensdo do sistema tegumentar e, consequentemente, animais que apresentam
dermatopatias associadas a outros fatores, sao predispostos as otites (WERNER, 2014).

Os fatores primdarios induzem a inflamac¢ao do conduto auditivo externo do
animal, na presenca ou mesmo na auséncia de fatores predisponentes ou perpetuantes
(LINZMEIER & ENDO, 2009). As causas mais comuns sdo ectoparasitas como
Otodectes cynotis, Sarcoptes scabiei, Demodex canis e carrapatos, além de neoplasias
otoldgicas, disturbios enddcrinos, hipersensibilidade (alergia alimentar e atopia),
desordens de queratinizacdo e distirbios imunomediados (GLAZE, 2013).

Os fatores predisponentes sdo caracterizados por promover maior risco de otite
externa, uma vez que causam alteragdes no microclima do conduto auditivo, levando a
interacdo das causas primarias e dos fatores perpetuantes, resultando nas otopatias
(GLAZE, 2013). Dentre estes, merecem atencao fatores anatOmicos e raciais, como
hipertricose auricular, producio excessiva de cerumen, estenose do conduto e pavilhdo
auricular penduloso (WERNER, 2014; CARVALHO, 2017). Os fatores anatomicos e
raciais resultam na diminui¢do da circulacao de ar dentro do conduto, promovendo o
aumento da temperatura e retengao de umidade, favorecendo a proliferacao bacteriana
e/ou fingica (GREGORIO, 2013; GLAZE, 2013).

Os fatores perpetuantes ocorrem apos o desenvolvimento da otite externa, como
resultado dos fatores primarios e predisponentes (GLAZE, 2013). Sdo os principais
responsaveis pela evolugdao cronica da afeccdo e contribuem com baixos indices de
sucesso no tratamento. A microbiota das orelhas de caes sadios ¢ complexa, composta
por fungos e bactérias. Contudo, no desenvolvimento da otite externa, ocorrem
alteracdes no revestimento do conduto auditivo, tornando o microambiente propicio
para a multiplicacdo microbiana. As infec¢des bacterianas, fungicas, por leveduras e
alteracdes cronicas no canal auditivo sdo consideradas os principais fatores perpetuantes
da otite canina (MOURA et al., 2010; CARVALHO, 2017).

Os sinais clinicos da otite externa comumente sdo caracteristicos, como meneio
cefalico, prurido auricular, otalgia, exsudatos purulentos e fétidos, e estenose do

conduto auditivo (WERNER, 2014).
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2.1.2 Otite média

A otite média se caracteriza como inflama¢ao do ouvido médio e também pode
ser considerada complicacdo clinica da otite externa, devido aos danos causados na
membrana timpanica (GLAZE, 2013).

A otite média primaria pode ser resultado da ascensdao de infec¢des nasais ou
respiratorias pela tuba auditiva ou por propagagdo hematogénica (GLAZE, 2013). No
entanto, a forma mais comum da otite média é secundaria a cronificagdo da otite
externa. Em caes, a otite média ocorre como complicagdo de aproximadamente 16% dos
casos de otite externa aguda. Ainda, ¢ observada entre 50% e 80% dos casos de otite
externa cronica (GOTTHELF, 2004).

As enzimas proteoliticas presentes nos exsudatos resultantes da otite externa se
acumulam na membrana timpanica levando, em casos extremos, at¢ a necrose da
membrana. Micro-organismos e exsudatos sao drenados para a cavidade timpanica pelo
conduto auditivo externo, por meio da membrana timpanica rompida ou porosa, levando
a infec¢ao do ouvido médio (GOTTHELEF, 2004).

Os sinais clinicos da otite média sdo, em grande parte, os mesmos observados na
otite externa. Em casos graves, o animal pode apresentar secre¢des pela tuba auditiva,
dor ao manipular a mandibula, linfadenomegalia regional e inapeténcia (HAAR, 2006).
Recomenda-se avaliar a integridade da membrana timpanica ao exame otoldgico pois,
na maioria das otites médias, esta estrutura estara fragilizada ou rompida (WERNER,

2014).

2.1.3 Otite interna

A otite interna constitui processo inflamatério dos componentes do ouvido
interno do animal. Pode ser primaria (com disfun¢do da céclea, do vestibulo ou ambos),
causada por distirbios do préprio ouvido interno, ou secundaria, como resultado de otite
média (GLAZE, 2013).

A disfuncdo do ouvido interno geralmente ¢ manifestada como sindrome
vestibular periférica, podendo apresentar sinais como inclina¢do de cabeca para o lado
afetado, nistagmo horizontal e andar em circulos. Também pode apresentar perda
auditiva embora, por vezes, ndo ¢ diagnosticada até que se estabeleca a surdez (HAAR,

2006).
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2.2 Principais agentes etiologicos

Os micro-organismos que pertencem a microbiota do conduto auditivo de caes
higidos podem tornar-se, ocasionalmente, patogénicos, quando em condi¢des
favoraveis. Os fatores ambientais e primarios podem influenciar na expressao dos
fatores de viruléncia dos patégenos (DE MARTINO et al., 2016). A microbiota auditiva
¢ constituida principalmente por bactérias do género Staphylococcus e leveduras da
espécie Malassezia pachydermatis (M. pachydermatis) (CARVALHO, 2017).

M. pachydermatis tem sido relatada como agente causal frequente na otite
externa canina, bem como espécies dos géneros Staphylococcus, Streptococcus,
Corynebacterium ¢ Pseudomonas, além das enterobactérias como Escherichia coli e
Proteus sp (DE MARTINO et al., 2016).

A otite externa aguda comumente ¢ causada por estafilococos e, a medida que
evolui para a forma cronica, ou tratada incorretamente, aumenta a participagdo de

bactérias gram-negativas (SAMPAIO, 2014).

2.2.1 Bactérias Gram-positivas

Dentre as bactérias Gram-positivas relacionadas a otite em cdes merecem
destaque espécies dos géneros Staphylococcus, Streptococcus e Corynebacterium, com
predominio de Staphylococcus pseudintermedius (S. pseudintermedius) (GLAZE,
2013).

Os estafilococos pertencem a microbiota do conduto auditivo, mas se
comportam como agentes oportunistas na ocorréncia de otite (TUNON et al., 2008).
Sao organismos esféricos, sob a forma de cocos, organizados em formato de “cacho de
uva” (QUINN et al., 2011). Possuem grande complexidade de fatores de viruléncia e
resisténcia a certos grupos de antimicrobianos, como a meticilina, expressada pelo gene
mecA, que confere também resisténcia a outros antimicrobianos [-lactdmicos
(SCHERER et al.,, 2014). DE MARTINO et al. (2016), na Italia, encontraram
micro-organismos do género Staphylococcus em 48,3% das amostras de secre¢dao de
conduto auditivo de cades com otite. Ainda, em Natal (RN), CARVALHO (2017) isolou
estafilococos em 49,4% das amostras coletadas de cdes com otite clinica.

Os estreptococos tém menor frequéncia na casuistica da otite canina se

comparados aos estafilococos. Sao bactérias em forma de cocos, organizadas em pares
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ou cadeia (“colar de pérolas”) (QUINN et al., 2011). SILVEIRA et al. (2008), em
Uberlandia (MG), e MOURA et al. (2010), em Mossoro (RN) isolaram estreptococos
em, respectivamente, 1,2% e 6,3% de cultivos de secrecdo de conduto auditivo de caes
com otite no Brasil. BUGDEN (2012), na Australia, isolou micro-organismos do género
Streptococcus em 6,2% das amostras cultivadas.

Bactérias corineformes sdo organismos pleomorficos, com 0,5 pm de didmetro
(QUINN et al., 2011), esporadicamente relatadas em casos de otite canina (AALBZAK et
al., 2010). Aalbzk et al. (2010), na Dinamarca, isolaram o agente em 16% (8/55) dos
casos de otite externa canina, dos quais Corynebacterium auriscanis foi a espécie mais
frequente. Comumente, as corinebactérias sdo isoladas associadas com outros
patogenos, principalmente S. pseudintermedius e M. pachydermatis. Isolados de
corinebactérias tém apresentado resisténcia ao enrofloxacino, utilizado no tratamento da

otite canina (AALBZK et al., 2010).
2.2.2 Bactérias Gram-negativas

As bactérias Gram-negativas t€ém sido relacionadas principalmente a otite
cronica. A ocorréncia de bactérias Gram-negativas no conduto auditivo de caes sadios ¢
reduzida se comparada aos organismos Gram-positivos e, portanto, a presenca deste
grupo de agentes no conduto auditivo ¢ indicativa de otite (YOSHIDA et al., 2002).
Pseudomonas aeruginosa ¢ a bactéria Gram-negativa de maior frequéncia na casuistica
de otite canina, seguida das enterobactérias Escherichia coli (E. coli) e espécies do
género Proteus (TULESKI, 2007; BUGDEN, 2012).

Pseudomonas sp. sao organismos de forma bacilar, ubiquos, geralmente isolados
em casos de otite cronica supurativa (MARTIN BARRASA, et al., 2000). Comumente,
os animais acometidos apresentam historico de contaminacao hidrica do conduto
auditivo e sdo casos de dificil resolugdo terapéutica, devido a resisténcia do patdogeno
aos antimicrobianos convencionais. BUDGEN (2012), na Australia, isolou espécies de
Pseudomonas em 35,5% dos condutos auditivos de cdes, com ou sem otopatias
infecciosas, reforcando a presenga na microbiota auditiva e o comportamento
oportunista do patogeno.

E. coli s3ao enterobactérias em forma bacilar (QUINN et al., 2011), que
geralmente infectam o conduto auditivo de cdes por contato direto com fezes, matéria

organica, solo ou agua contaminada (SOUZA et al., 2016). De Martino et al. (2016), na
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Italia, isolaram 4,2% de E. coli em caes com otite externa. Gheller et al. (2017), no
Brasil, identificaram E. coli em 11,1% da casuistica de otite canina, dos quais os
isolados apresentaram resisténcia a tobramicina e enrofloxacino.

Proteus sp. sdo enterobactérias em forma de bastonete, também relacionadas as
infecgdes a partir de material fecal ou ambiente hidrico, de modo similar as espécies de
Pseudomonas (QUINN et al.,, 2011). A principal espécie do género que acomete
condutos auditivos dos caes ¢ Proteus mirabilis. Tuleski (2007), no Brasil, isolou o

patdgeno em 9,3% de amostras de otite em caes submetidas a cultura bacteriana.

2.2.3 Fungos e leveduras

Malassezia spp. sao leveduras lipofilicas frequentemente isoladas dos ouvidos
de caes (MELCHERT et al., 2011). Reproduzem por brotamento, apresentando formato
de “garrafa” ou “sapato” (QUINN et al., 2011). Mudangas no microambiente do
conduto auditivo, particularmente quanto a temperatura e umidade, favorecem a
multiplicagdo do micro-organismo (NOBRE et al., 1998).

Candida sp. sdao leveduras com formato oval. Sdo conhecidas mais de 150
espécies do género, embora Candida albicans seja mais comumente associada a otite
canina (QUINN et al.,, 2011). O isolamento da levedura a partir da microbiota de
animais saudaveis frequentemente ¢ relatado, embora também possam habitar o sistema
digestorio, mucosas e pele de varias espécies domésticas. Similar a Malassezia sp.,
leveduras do género Candida apresentam potencial patogénico apds desequilibrios no
microambiente do conduto auditivo (BRITO et al., 2009).

Poucos estudos tém descrito fungos como agentes primarios de otite em caes,
embora espécies do género Microsporum, Trychophyton e Aspergillus possam estar

envolvidas na etiologia da afec¢ao (PRADO et al., 2008).
2.3 Diagnostico de rotina da otite canina

A etiologia da otite canina ¢ complexa. Dados de anamnese, exame fisico,
dermatoldgico e complementares, bem como microbiologicos, sdo cruciais para o
diagnéstico fidedigno (JACOBSON, 2002).

Na anamnese, deve-se considerar informagdes sobre o ambiente do animal, estilo

de vida, tipo de alimentagdo, sazonalidade da doenca, frequéncia de banhos, acesso a
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rios, lagoas ou outros ambientes hidricos, além de historico de tratamentos pregressos e
se a otopatia ¢ uni ou bilateral (GLAZE, 2013).

O exame fisico geral e dermatologico completo auxiliam na correta
determinag¢do da causa da otite no cdo (ANGUS, 2005), incluindo alergopatias que
possam influenciar na ocorréncia da otite (ROSSER, 2004).

O exame otoldgico completo deve contemplar o exame minucioso do pavilhao
auricular para avaliar a presenga de ectoparasitas, lesdes secundarias, prurido, presenca
de pelos, diametro e coloragdo do conduto auditivo, bem como o formato da orelha, que
possam favorecer a ocorréncia da otite (HARVEY et al., 2004). O exame otoscopico €
util para avaliar a presenca de ulceras, corpos estranhos, parasitas e a integridade da
membrana timpanica (JACOBSON, 2002).

A citologia ¢ valiosa no diagnéstico de rotina da otite externa canina. E simples,
de baixo custo e pratica (GRIFFIN, 2011), e possibilita identificar a presenga de
bactérias e/ou leveduras no cerumen do conduto auditivo do animal (JACOBSON,
2002).

O perfil de sensibilidade microbiana in vitro dos isolados obtidos do conduto
auditivo pode nortear a escolha dos antimicrobianos para o tratamento, e evitar o uso

ndo racional dos farmacos (CARVALHO, 2017).
2.3.1 Diagnostico molecular da otite canina

A maioria dos estudos envolvendo identificacdo dos agentes causadores da otite
canina infecciosa se restringe a utilizagdo de técnicas convencionais de cultivo
microbioldgico (TUNON et al., 2008; MOURA et al., 2010). No entanto, o avango de
técnicas de biologia molecular, como a PCR e espectrometria de massas, tem se
mostrado promissor na identificagdo de micro-organismos, em nivel de espécie.

A espectrometria de massas ¢ uma técnica molecular utilizada na identificacao
fidedigna de espécies de bactérias, certas leveduras e algas. A tecnologia ¢
automatizada, rapida, de custo acessivel e aplicivel a grande variedade de
micro-organismos (PATEL, 2014).

A técnica se fundamenta na ionizagao de proteinas, cuja propor¢ao de massa por
carga pode ser estimada sob a forma de espectros, Unico para cada agente (SINGHAL et
al., 2015). A titulo de exemplo, em animais, a técnica tem sido utilizada mais

recentemente no diagnostico de agentes causadores de mastite em vacas leiteiras em
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varios paises (NONNEMANN et al., 2019), incluindo o Brasil (BARREIRO et al.,
2010; GONCALVES et al., 2014). Em 2018, foi utilizada para o diagnéstico da
etiologia de infecgdes do trato urinario de suinos (MORENO et al., 2018).
Recentemente, foi utilizada no diagndstico da microbiota de origem bacteriana e
fingica da mucosa oral de cdes higidos (PORTILHO, 2020). No entanto, poucos
estudos tém utilizado a espectrometria de massas no diagndstico da otite canina

(ASSUMPCAO et al., 2019).
2.4 Tratamento

O tratamento da otite canina depende da correta identificagdo e corre¢ao dos
fatores primarios, predisponentes e/ou perpetuantes. Quando necessario, a medicacdo
utilizada deve ser predominantemente topica (GREGORIO, 2013).

Existem quatro grupos de farmacos presentes na maioria das formulagdes para o
tratamento topico das otites em caes: acaricidas, antimicoticos, antimicrobianos e
anti-inflamatdrios. Em geral, o tratamento da otite canina € realizado por via tdpica,
uma vez que a concentracdo dos antimicrobianos aplicados localmente no conduto
auditivo atingem maiores concentragoes terapéuticas se comparados a administragao por
via parenteral (BENSIGNOR & GERMAIN, 2009). Em determinados casos, deve-se
considerar o tratamento parenteral, incluindo, otite externa cronica aliada a otite média e
interna concomitantes; otite cronica com estenose do conduto auditivo e situacdes
dolorosas onde o animal ndo permite o tratamento topico (BENSIGNOR & GERMAIN,
2009).

A escolha da medicacdo topica deve ser baseada nos achados citologicos,
microbioldgicos e no perfil in vitro de sensibilidade dos isolados aos antimicrobianos
(BENSIGNOR & GERMALIN, 2009).

Bugden (2012), na Australia, verificou eficidcia >95% da gentamicina para as
principais bactérias isoladas na otite canina (Staphylococcus sp., Proteus sp.,
Pseudomonas sp. e E. coli), exceto para Pseudomonas sp., cujos isolados apresentaram
36% de resisténcia. De Martino et al. (2016), em estudo similar na Italia, encontraram
eficacia de 89% dos isolados para o grupo dos aminoglicosideos, com resisténcia de
15,5% para os estafilococos, 43,5% para Pseudomonas sp. e auséncia de resisténcia

entre os isolados de Proteus sp.
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No Brasil, Tuleski et al. (2008) encontraram 90,9% de resisténcia a pelo menos
uma classe de antimicrobiano entre os isolados de estafilococos obtidos de cdes com
otite, enquanto a totalidade dos isolados de Pseudomonas sp. foram resistentes a, pelo
menos, um antimicrobiano testado, refor¢ando a importancia de instituir o tratamento
dos casos de otite canina com respaldo de testes in vitro de sensibilidade aos

antimicrobianos.
2.5 Consideracoes sobre a multirresisténcia aos antimicrobianos

O wuso indiscriminado e ndo racional de antimicrobianos em animais de
companhia pode aumentar a pressdo seletiva para bactérias resistentes aos
antimicrobianos convencionais (MAGIORAKOS et al., 2012). A ocorréncia de isolados
multirresistentes representa preocupacdo emergente, de ordem mundial, no contexto de
Satde Unica (One Health). A multirresisténcia bacteriana reduz a eficacia da terapia
antimicrobiana e tende a favorecer a cronicidade dos casos, além de aumentar os custos
do tratamento (McEWEN e COLLIGNON, 2018).

Idealmente, o tratamento das otopatias infecciosas em caes deveria ser
respaldado na identificacdo microbiana e testes de sensibilidade/resisténcia in vitro dos
isolados. O tratamento baseado em testes de sensibilidade microbiana in vitro favorece a
escolha do farmaco adequado para a infec¢do, aumenta as chances de sucesso, evita o
uso em isolados resistentes e possibilita monitorar a ocorréncia de bactérias
multirresistentes aos antimicrobianos. (GIGUERE et al.,, 2013; McEWEN e
COLLIGNON, 2018).

Considerando o aumento da populacdo canina mundial, incluindo no Brasil, a
alta casuistica e a complexidade etiologica da otite canina, o reduzido nimero de
estudos baseados em técnicas moleculares para o diagnostico em nivel de espécie dos
agentes causais da otite em caes, ¢ a emergéncia mundial da multirresisténcia aos
antimicrobianos em bactérias isoladas de animais domésticos; o presente estudo
investigou a etiologia polimicrobiana na otite externa canina identificada pela

espectrometria de massas € a multirresisténcia bacteriana aos antimicrobianos.
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3. OBJETIVOS

Geral:

v Avaliar a microbiota envolvida na etiologia da otite externa canina, bem como o

seu perfil de sensibilidade frente aos antimicrobianos.

Especificos:

v Identificar micro-organismos de origem bacteriana e fungica do conduto

auditivo de caes identificadas por espectrometria de massas;

(4 Avaliar a relagdo de dados epidemiologicos (sexo, idade, raca, periodo do ano de

ocorréncia) com os agentes isolados na otite em caes;

v Investigar o perfil de sensibilidade/resisténcia bacteriana in vitro diante dos

principais antimicrobianos utilizados no tratamento da otite externa canina;

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Comité de Etica e Uso dos Animais (CEUA)

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, protocolo nimero 0065/2021.
4.2 Animais e amostras de conduto auditivo

Foram colhidas, por conveniéncia, amostras bilaterais da secrecdo do conduto
auditivo de 157 caes diferentes com sinais de otite externa (conduto auditivo direito e
esquerdo), encaminhadas ao Laboratéorio de Diagnostico Microbioldgico do
Departamento de Producdo Animal e Medicina Veterinaria Preventiva da
FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, amostradas entre mar¢o de 2021 a dezembro de 2022. As
amostras foram colhidas de cada conduto utilizando suabes esterilizados individuais,
evitando tocar a regido externa do conduto, armazenadas em meio de transporte Stuart

(Stuart™, Basingstoke, Inglaterra) e mantidas em refrigeracdo (4-8°C) e encaminhadas,
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em até 48 horas, para os procedimentos microbioldgicos. Foram incluidos no estudo
somente animais com amostras de ambos os condutos auditivos € que ndo receberam
tratamento antimicrobianos nos ultimos cinco dias.

Dados de raga, sexo e conduto acometido foram obtidos dos animais amostrados.
Ainda, foram obtidos dados do periodo de ocorréncia (estagdes do ano), a saber: Verdo
(Dezembro, Janeiro e Fevereiro), Outono (Marco, Abril e Maio), Inverno (Junho, Julho
e Agosto) e Primavera (Setembro, Outubro ¢ Novembro).

Os animais foram classificados em quatro faixas etarias: < 1 ano; >1 e < 3 anos;

>3 e <7 anos e > 7 anos (SILVEIRA et al., 2008).
4.3 Cultivo microbiolégico

Todas as amostras foram cultivadas em condi¢cdes de aerobiose no meio de agar
sangue (Oxoid®, Sdo Paulo, Brasil) acrescido de sangue bovino (5%) e em meio seletivo
de MacConkey (Oxo0id®, Sdo Paulo, Brasil), incubadas a 37°C, avaliadas a cada 24
horas, mantidas por 72 horas. Os micro-organismos de origem fiingica isolados foram,
inicialmente, classificados com base nas caracteristicas morfotintoriais e bioquimicas
(QUINN et al., 2011). Colonias com aspecto de bactérias e leveduras foram
encaminhadas ao laboratorio de Pesquisa de Qualidade do Leite (QUALILEITE), do
Departamento de Nutricdo e Produgdo Animal da FMVZ — USP/Pirassununga, SP,
visando o diagndstico em nivel de espécie por espectrometria de massas.

A otite infecciosa foi definida a partir da presenca de, pelo menos, cinco

unidades formadoras de colonias de cada micro-organismo.

4.4 Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry —

MALDI-TOF MS

Todas as bactérias e leveduras isoladas foram submetidas a espectrometria de
massas para confirmacdo diagndstica. Foi utilizado o aparelho MALDI-TOF MSTM
(Bruker e Daltonics TM, Bremen, Alemanha), seguindo as recomendagdes do
fabricante. Para tanto, trés a quatro colonias recém isoladas (24 a 48h) em agar sangue
foram submetidas a extragdo com 20-40uL de acido foérmico (70%) e centrifugadas,
visando a lise bacteriana e liberagdo de proteinas (predominantemente de origem

ribossomal) e formacao de ions, necessarios para a formagao dos espectros bacterianos.
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Cerca de 15 minutos depois, foi adicionado em cada amostra 20-40uL de acetromil
(100% P.A.) na mesma propor¢ao do acido formico (1:1) e centrifugado. Em seguida,
IuL da solucdo de cada amostra foi adicionada em placas especificas contendo 96
orificios (Bruker e Daltonics™, Bremen, Alemanha) e mantida por cerca de 20 minutos
para secar em temperatura ambiente. Em seguida, os orificios com as amostras secas
foram cobertos com 1L de solugdo matriz (acido 2-ciano-4- hidroxicinamico diluido a
50% de acetromil e 2,5% de acido trifluoracético). As placas foram dispostas no
receptaculo do equipamento MALDI-TOF MS (Bruker e Daltonics™, Bremen,
Alemanha), operado com 337-nm de laser. Os dados dos espectros foram analisados
entre 2.000-20.000m/z, usando o software FlexControl 3.3. A caracterizagdo em nivel
género e espécie dos micro-organismos foi considerada para isolados com espectros >

1.7 e > 2.0, respectivamente (BARREIRO et al., 2010; GONCALVES et al., 2014).

4.5 Perfil de sensibilidade microbiana in vitro dos isolados

Todos os isolados de origem bacteriana foram submetidos ao teste de
sensibilidade microbiana in vitro, pelo método de difusdo com discos, segundo as
recomendacdes do Clinical Laboratory Standards Institute - CLSI (CLSI, 2020a, b),
utilizando cinco classes diferentes de antimicrobianos indicados para o tratamento de
otite de origem bacteriana em caes, conforme segue: 1) penicilinas e derivados beta
lactdmicos (ceftriaxona 30 pg, amoxicilina/acido clavuldnico 30 pug), 2)
fluoroquinolonas (enrofloxacino 5 pg, levofloxacino 5 pg, marbofloxacino 5 pg); 3)
aminoglicosideos (gentamicina 10 pg, amicacina 30 pg); 4) anfenicois (florfenicol 30
pg) e 5) sulfonamidas (sulfametoxazol/trimetoprim 25 pg).

Foram considerados multirresistentes os isolados de origem bacteriana que
apresentaram resisténcia, simultdnea, a trés ou mais diferentes grupos (classes) de

antimicrobianos (MAGIORAKOS et al., 2012).

4.6 Estoque de micro-organismos

Todos os isolados de origem bacteriana foram estocados em meio de Ligniéres,
em tubos de vidro com tampa de borracha (25°C), ou congelados a -80°C em meio de

BHI contendo glicerol (10%).
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4.7 Analise estatistica e calculo do universo amostral

O calculo do tamanho amostral foi realizado para estimar prevaléncia associada
a uma margem de erro. O célculo foi baseado na prevaléncia de Proteus sp. isolados de
cdes com otite clinica, devido a relevancia do agente na otite em cdes (BUGDEN,
2012). Com base na prevaléncia de Proteus sp. (9,0%), intervalo de confianga de 95% e
com margem de erro de £5%, foi estimada a colheita de, no minimo, 126 caes. O
calculo  supracitado foi realizado utilizando o programa Open Epi
(https://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm) (DEAN et al., 1994).

A associacdo entre a ocorréncia dos diferentes micro-organismos (estafilococos,
estreptococos, enterobactérias, miscelanea, fungos e leveduras) e os dados
epidemioldgicos (idade, raga, sexo e periodo do ano de ocorréncia) foi avaliada pelo
teste de Qui-quadrado de independéncia, considerando significantes valores de p<0,05

(TRIOLA, 2005).

5. RESULTADOS

Foram colhidas 157 amostras bilaterais de condutos auditivos de 157 cdes com

otite, propostos para a condugao do estudo.

5.1 Dados epidemiologicos dos cies amostrados e estacoes do ano

De 157 caes amostrados, 38,9% (61/157) ndo possuiam raca definida. Dos
61,1% restantes (96/157), as racas mais frequentes foram: shih-tzu (28/157 = 17,8%),
labrador (9/157 = 5,7%), pitbull (8/157 = 5,1%) e lhasa-apso (6/157 = 3,8%).

A idade dos animais variou entre 2 meses € 16 anos, com a média de 6,4 anos. A
informac¢do da idade foi possivel obter em 84,1% (132/157), enquanto 15,9% (25/157)
tinham idade desconhecida. Entre os caes com idade conhecida, 12,9% (17/132) tinham
idade < 1 ano, 18,9% (25/132) maiores de 1 e < 3 anos, 25,8% (34/132) maiores de 3 e
<7 anos e 42,4% (56/132) < 7 anos. Foi observada associagdo significante (p=0,0008)
entre o isolamento dos patdgenos e animais > 7 anos (56/132=42,4%).

Do total amostrado, 51,6% (81/157) eram fémeas e 48,4% (76/157) machos. Nao
foi observada associagdo significante (p>0,05) entre o isolamento de micro-organismos

e 0 sexo dos animais, tampouco com as ragas.
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Em relagcdo ao periodo do ano em que as amostras foram coletadas, 24,8%
(39/157) foram durante o outono, 26,8% (42/157) no verdo, 22,9% (36/157) na
primavera e 25,5% (40/157) no inverno, como associac¢ao significante (p<0,0001) entre
o isolamento de patdgenos e o periodo de verdo, particularmente para agentes de origem
ambiental.

No tocante ao conduto acometido, em 95,5% (150/157) dos animais foi possivel
o isolamento de micro-organismos em ambos os condutos auditivos, enquanto 4,5%

(7/157) tiveram isolamento unilateral.

5.2 Identificacao microbiologica

Foram obtidos 352 isolados de micro-organismos pertencentes a 26 espécies, dos
quais 77,3% (272/352) em cultura pura e 22,7% (80/352) em associagdo. Do total de
157 animais, 86,6% (136/157) apresentaram cultura pura e 13,4% (21/157)
apresentaram coinfec¢des entre dois ou mais micro-organismos no mesmo conduto
auditivo.

A frequéncia dos micro-organismos isolados e diagnosticados por espectrometria
de massas dos 157 cdes amostrados estd sumariada na Tabela 1. Os principais
micro-organismos isolados foram: Staphylococcus pseudintermedius (117/352 =
33,2%), Staphylococcus schleiferi (54/352 = 15,3%), Staphylococcus intermedius
(49/352 = 13,9%), Malassezia pachydermatis (31/352 = 8,8%), Pseudomonas
aeruginosa (23/352 = 6,5%), Proteus mirabilis (19/352 = 5,4%), Escherichia coli
(11/352 = 3,1%), Corynebacterium amycolatum (7/352 = 2%), Corynebacterium
auriscanis (7/352 = 2%) e Enterococcus faecalis (7/352 =2%) (Tabela 1).

TABELA 1. Frequéncia de micro-organismos de origem bacteriana e fungica isolados
em cultura pura, ou em associacdo, de 157 cdes com otite bilateral, identificados por

espectrometria de massas. Botucatu, SP (2021-2022).

Micro-organismos N %

Staphylococcus pseudintermedius 117 33,2

Staphylococcus schleiferi 54 15,3
Staphylococcus intermedius 49 13,9
Malassezia pachydermatis 31 8,8

Pseudomonas aeruginosa 23 6,5
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Proteus mirabilis 19 5,4
Escherichia coli 11 3,1
Corynebacterium amycolatum 7 2,0
Corynebacterium auriscanis 7 2,0
Enterococcus faecalis 7 2,0
Streptococcus canis 4 1,1
Klebsiella pneumoniae 3 0,9
Candida tropicalis 3 0,9
Acinetobacter iwoffii 2 0,6
Staphylococcus caprae 2 0,6
Staphylococcus equorum 2 0,6
Staphylococcus lugdunensis 2 0,6
Streptococcus halichoeri 2 0,6
Candida rugosa 1 0,3
Enterococcus hirae 1 0,3
Kerstersia gyiorum 1 0,3
Klebsiella oxytoca 1 0,3
Providencia stuartii 1 0,3
Staphylococcus epidermidis 1 0,3
Streptococcus agalactiae 1 0.3

Total Geral 352 100
MALDI-TOF MS= Matrix assisted laser desorption ionization — time of flight mass

spectrometry; N = Numero de isolados; % = Frequéncia dos isolados

As associagdes de micro-organismos nos animais amostrados ocorreram entre
Staphylococcus pseudintermedius + Malassezia pachydermatis (6/39 = 15,4%),
Staphylococcus pseudintermedius + Escherichia coli (3/39 = 7,7%), Staphylococcus
schleiferi + Malassezia pachydermatis (2/39 = 5,1%), Staphylococcus intermedius ~+
Pseudomonas aeruginosa (2/39 = 5,1%), Staphylococcus pseudintermedius + Proteus
mirabilis (2/39 = 5,1%) e Staphylococcus schleiferi + Enterococcus faecalis (2/39 +
5,1%) (Tabela 2).




28

TABELA 2. Frequéncia de micro-organismos de origem bacteriana e fungica, isolados
em associagdo, de 157 cdes com otite bilateral, identificados por espectrometria de
massas. Botucatu, SP (2021-2022).

Micro-organismos N %
Staphylococcus pseudintermedius + Malassezia pachydermatis 6 15,4
Staphylococcus pseudintermedius + Escherichia coli 3 7,7
Staphylococcus pseudintermedius + Proteus mirabilis 2 5,1
Staphylococcus pseudintermedius + Streptococcus canis 2 5,1
Staphylococcus pseudintermedius + Enterococcus faecalis 2 5,1
Staphylococcus schleiferi + Corynebacterium amycolatum 2 5,1
Staphylococcus schleiferi + Malassezia pachyderrmatis 2 5,1
Staphylococcus lugdunensis + Pseudomonas aeruginosa 2 5,1
Staphylococcus intermedius + Pseudomonas aeruginosa 2 5,1
Staphylococcus schleiferi + Enterococcus faecalis 2 5,1
Staphylococcus intermedius + Streptococcus canis 2 5,1
Staphylococcus pseudintermedius + Streptococcus halichoeri 2 5,1
Proteus mirabilis + Corynebacterium auriscanis +
Staphylococcus schleiferi 2 5,1
Corynebacterium auriscanis + Escherichia coli 1 2,6
Escherichia coli + Proteus mirabilis 1 2,6
Klebsiella pneumoniae + Escherichia coli 1 2,6
Pseudomonas aeruginosa + Candida rugosa 1 2,6
Staphylococcus caprae + Staphylococcus intermedius 1 2,6
Staphylococcus intermedius + Corynebacterium amycolatum 1 2,6
Staphylococcus pseudintermedius + Staphylococcus
epidermidis 1 2,6
Staphylococcus pseudintermedius + Klebsiella oxytoca 1 2,6
Total Geral 39 100%

Em 95,5% (150/157) dos caes amostrados foram isolados micro-organismos em
ambos os condutos auditivos. As principais espécies identificadas em ambos os

condutos auditivos foram S. pseudintermedius (50/141 = 35,2%), S. schleiferi (24/141 =
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17,0%), S. intermedius (21/141 = 14,9%), Malassezia pachydermatis (12/141 =8,5%),
Pseudomonas aeruginosa (8/141 = 5,7%) e P. mirabilis (7/141 = 5,0%) (Tabela 3).

TABELA 3. Frequéncia de micro-organismos isolados em ambos os condutos auditivos,
puro ou em associagao, de 157 caes com otite bilateral, identificados por espectrometria
de massas. Botucatu, SP (2021-2022).

Microorganismos N Y%
Staphylococcus pseudintermedius 50 35,5
Staphylococcus schleiferi 24 17,0
Staphylococcus intermedius 22 15,6
Malassezia pachydermatis 12 8,5
Pseudomonas aeruginosa 8 5,7
Proteus mirabilis 7 5,0
Escherichia coli 3 2,1
Enterococcus faecalis 3 2,1
Corynebacterium amycolatum 2 1,4
Corynebacterium auriscanis 2 1,4
Acinetobacter iwoffii 1 0,7
Candida tropicalis 1 0,7
Staphylococcus caprae 1 0,7
Staphylococcus equorum 1 0,7
Staphylococcus lugdunensis 1 0,7
Streptococcus canis 1 0,7
Streptococcus halichoeri 1 0,7
Total Geral 141 100

5.2.1 Staphylococcus spp.

Colonias tipicas de estafilococos foram isoladas em 77,1% (121/157) dos caes,
representando 64,5% (227/352) dos isolados. A espectrometria de massas revelou
predominio de S. pseudintermedius (117/227= 51,5%), seguido em menor frequéncia de
S. schleiferi (54/227 = 23,8%), S. intermedius (49/227= 21,6%), S. caprae (2/227 =
0,9%), S. equorum (2/227 = 0,9%), S. lugdunensis (2/227 = 0,9%) e S. epidermidis
(17227 = 0,4%).
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5.2.2 Enterobactérias

Foram isoladas enterobactérias em 16,6% (26/157) dos cdes amostrados no
estudo. Este grupo de patdgenos representou 12,2% (43/352) do total de isolados, dos
quais Proteus mirabilis foi a espécie mais frequente (19/43 = 44,2%), seguida de
Escherichia coli (11/43 = 25,6%), Enterococcus faecalis (7/43 = 16,3%), Klebsiella
pneumoniae (3/43 = 7,0%), Enterococcus hirae (1/43 = 2,3%), Klebsiella oxytoca (1/43
=2,3%) e Providencia stuartii (1/43 =2,3%).

5.2.3 Demais micro-organismos de origem bacteriana

Do total de isolados, 13,4% (47/352) eram agentes de outras origens bacterianas,
a saber: Pseudomonas aeruginosa (23/47 = 48,9%), Corynebacterium amycolatum
(7/47 = 14,9%), Corynebacterium auriscanis (7/47 = 14,9%), Streptococcus canis (4/47
= 8,5%), Acinetobacter iwolffii (2/47 = 4,3%), Streptococcus halichoeri (2/47 = 4,3%),
Kerstersia gyiorum (1/47 =2,1%) e Streptococcus agalactiae (1/47 =2,1%).

5.2.4 Fungos e leveduras

Leveduras representaram 9,9% (35/352) dos isolados, identificados em 13,4%
(21/157) das amostras. A levedura prevalente foi Malassezia pachydermatis (31/35 =
88,6%), seguido de Candida tropicalis (3/35 = 8,6%) e Candida rugosa (1/35 =2,9%).

5.3 Sensibilidade microbiana in vitro aos isolados

Os antimicrobianos mais efetivos diante dos isolados foram florfenicol (284/317
= 89,6%), amicacina (274/317 = 86,4%) e amoxicilina/acido clavulanico (274/317 =
86,4%). Em contrapartida, os isolados apresentaram maior resisténcia para
sulfametoxazole/ trimetoprim (152/317 = 47,9%), enrofloxacino (92/317 = 29,0%) e
marbofloxacino (81/317 = 25,6%) (Tabela 4).

O perfil de sensibilidade microbiana dos principais grupos de bactérias
identificadas nos cdes amostrados estd sumariado na Tabela 5. Florfenicol foi o firmaco
mais efetivo diante dos principais grupos de bactérias identificadas, exceto para
Pseudomonas aeruginosa., que gentamicina e amicacina mostraram melhor eficécia.

Em geral, os micro-organismos do género Acinetobacter, Corynebacterium e Kerstersia
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mostraram pouca resisténcia diante dos antimicrobianos utilizados, com exce¢do das
fluoroquinolonas e sulfonamidas. Em contraste, espécies do género Staphylococcus e
Pseudomonas aeruginosa revelaram resisténcia, em frequéncia variavel, a varios
antimicrobianos testados (Tabela 5).

Foi identificada multirresisténcia bacteriana em 17,0% dos isolados (54/317). A
multirresisténcia ocorreu com maior frequéncia em Pseudomonas aeruginosa (22/54 =
40,7%) e Staphylococcus pseudintermedius (10/54 = 18,5%), seguido por Escherichia
coli (5/54 = 9,3%), Enterococcus faecalis (2/54 = 3,7%), Proteus mirabilis (2/54 =
3,7%), Staphylococcus intermedius (2/54 = 3,7%), Staphylococcus lugdunensis (2/54 =
3,7%), Staphylococcus schleiferi (2/54 = 3,7%), Streptococcus halichoeri (2/54 =
3,7%), Enterococcus hirae (1/54 = 1,9%), Kerstersia gyiorum (1/54 = 1,9%), Klebsiella
pneumoniae (1/54 = 1,9%), Providencia stuartii (1/54 = 1,9%) e Streptococcus
agalactiae (1/54 = 1,9%).

TABELA 4. Sensibilidade microbiana in vitro (método de difusdo com discos) em
isolados bacterianos obtidos de 157 caes com otite bilateral. Botucatu, SP (2021-2022).

Sensibilidade
Grupos Antimicrobianos S (%) PS (%) R (%)
Aminoglicosideos Amicacina 274 (86,4) 13 4,1) 30 (9,5)
Gentamicina 251 (79,2) 24 (7,6) 42 (13,3)
Anfenicois Florfenicol 284 (89,6) 3(1) 30 (9,5)
Enrofloxacino 187 (59) 38 (12) 92 (29)
Fluoroquinolonas Levofloxacino 245 (77,3) 8(2,5) 64 (20,2)
Marbofloxacino 223 (70,4) 13 (4,1) 81 (25,6)
Penicilinas e T
X Amoxicilina/acido
derlvadc:s ‘ clavulanico 274 (86,4) 9(2,8) 34 (10,7)
betalactamicos
Ceftriaxona 256 (80,8) 29 (9,2) 32 (10,1)
Sulfonamidas Sulfametoxazole/ 160 (50,5) 5(1,6)  152(47,9)
trimetoprim

S = Sensivel; PS = Parcialmente sensivel; R = Resistente
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TABELA 5: Perfil de sensibilidade in vitro aos antimicrobianos para os principais grupos de bactérias isoladas do conduto auditivo de 157 caes

com otite bilateral. Botucatu, SP, (2021-2022).

Estafilococos (n=227)

Estreptococos (n=7)

Pseudomonas aeruginosa

Enterobactérias (n=43)

Miscelanea (n=17)

(n=23)
Grupos Antimicrobianos S PS R S PS R S PS R S PS R S PS R
N 212 R 10 7 20 1 . 28 6 9 14 1 2
o Amicacina ©3.4%) > B2%) (4 404 0 O (100%) 87.0%) @3%) BT (6510  (14.0%) (20.9%) (82.4%) (5.9%) (11,8%)
Aminoglicosideos
Gentamicina 190 11 (4,8%) 26 0 0 7 21 2 0 24 10 9 16 1 0
(83,7%) ’ (11,5%) (100%) (91,3%)  (8,7%) (55.8%)  (23,3%) (20,9%) (94,1%) (5.9%)
. . 221 R 4 7 2 21 37 R 5 17
Anfenicois Florfenicol (97.4%) 2 (0,9%) (1.8%)  (100%) 0 0 (8.7%) 0 (91.3%) (86.0%) 1(2,3%) (11.6%) (100%) 0 0
Enrofloxacino 149 18 60 1 2 4 4 10 9 24 8 11 9 0 8
(65,6%)  (7,9%)  (264%) (143%) (28,6%) (57,1%) (17.4%) (43,5%) (39,1%)  (55.8%) (18,6%) (25,6%) (52,9%) (47,1%)
. . 175 4 48 6 1 19 4 34 . 6 11 6
Fluoroguinolonas — Levofloxacino T70%)  (18%)  QL1%) (857%) (143%) °  (826%) ° 17.4%)  19.1%) T a0y earn 0 (353%)
Marbofloxaciio 165 2 60 1 4 2 18 1 4 30 6 7 9 0 8
(727%)  (0.9%)  (264%) (143%) _(57.1%) (28.6%) (783%) (43%)  (17.4%) _ (69.8%) _ (14.0%) (16.3%) (52.9%) (47.1%)
L Amoxacilina/ 4cido 217 o 4 7 1 22 33 o 7 16 1
g:filvc;ggss ¢ clavulanico ©56%)  © %) (179 (100%) 0 0 (4,3%) 0 ©57%)  (767%) >0 (163%) ©41%) ° (5.9%)
betalactimicos Ceftriaxona 199 14 14 > 2 0 3 ° 1 32 4093%) 17 0 0
(87,7%)  (62%)  (62%) (71.4%) (28,6%) (13,0%) (39,1%)  (47,8%)  (74,4%) (16,3%)  (100%)
Sulfonamidas Sulfametoxazole/ 124 5 98 0 0 7 0 0 23 25 0 18 11 0 6
trimetoprim (54,6%)  (2.2%)  (43.2%) (100%) (100%)  (58,1%) (41,9%) (64,7%) (35,3%)

Estafilococos = S. caprae, S. epidermidis, S. equorum, S. intermedius, S. lugdunensis, S. pseudintermedius e S. schleiferi; Estreptococos. = S. agalactiae, S. canis, S.

halichoeri; Enterobactérias = Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e
Providencia stuartii; Miscelanea = Acinetobacter iwoffii, Corynebacterium auriscanis ¢ Corynebacterium amycolatum, Kerstersia gyiorum.
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6. DISCUSSAO

Estima-se que o Brasil detenha a segunda maior populagdo de caes do mundo, da
ordem de 54 milhdes de animais (INSTITUTO PET BRASIL, 2022), embora tal
numero possa ser subestimado, atingindo ~70 milhdes de animais, se contemplados os
caes errantes ou ndo domiciliados. As otites representam uma das afec¢des mais comuns
na rotina de atendimento de cades, podendo atingir até 15% dos casos na pratica
veterinaria (CARVALHO, 2017). As infecgdes do conduto auditivo sdo caracterizadas
pela natureza polimicrobiana requerendo, portanto, diagnostico etioldgico com suporte
laboratorial (DE MARTINO et al., 2016; CARVALHO, 2017) que, comumente, ¢
firmado na rotina utilizando métodos tradicionais de identificacio bioquimica
(PETROV, et al., 2019). Ainda, devido a patogenicidade de certos agentes causais de
otite canina, muitos animais evoluem para casos cronicos, necessitando do uso
frequente de antimicrobianos, que podem aumentar a pressdo seletiva para bactérias
multirresistentes (SCHERER et al., 2014); fatos que podem ser considerados as
principais motivagdes para o desenvolvimento do presente estudo.

As infec¢des do conduto auditivo em caes sdo multifatoriais, influenciadas por
fatores primadrios, predisponentes e perpetuantes. Os fatores primarios podem induzir
inflamagdes diretas do conduto auditivo externo do animal, embora ndo foram objeto do
presente estudo. No que tange aos fatores predisponentes, que alteram o microclima do
conduto auditivo e favorecem a ocorréncia dos fatores perpetuantes (GLAZE, 2013;
WERNER, 2014; CARVALHO, 2017), foram observados dados de sexo, idade e raca
dos animais, além do periodo do ano de ocorréncia (estagcdes do ano). Neste contexto,
houve certa equivaléncia entre a ocorréncia da otite em cdes machos (48,4%) ¢ fémeas
(51,6%), resultado que era esperado, revelando que este fator epidemioldgico (género
dos animais) exerce, provavelmente, pouca influéncia na ocorréncia das infecgdes do
conduto auditivo em caes (OLIVEIRA, et al., 2012; SANTOS, et al., 2019).

Do total de 157 animais amostrados, cerca de 60% possuiam raca definida, com
predominio das ragas shih-tzu e lhasa-apso, que se caracterizam, em geral, pela presenga
de pelos no conduto auditivo, producdo excessiva de cerumen e/ou pavilhao auricular
penduloso, que podem promover alteracdes no microclima auricular interno (i.e.,
reducdo da circulagdo de ar dentro do conduto, aumento da temperatura e umidade)

(GREGORIO, 2013; GLAZE, 2013), favorecendo a multiplica¢io de micro-organismos
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perpetuantes (WERNER, 2014; CARVALHO, 2017). Os 40% de animais restantes
amostrados foram caracterizados como sem raga definida, fato que dificulta avaliar a
influéncia de peculiaridades raciais do pavilhdo auricular. Este achado pode ser
atribuido, em parte, ao perfil dos animais estudados, encaminhados ao Hospital
Veterinario ou ao Servigo de Diagndstico Microbiologico da FMVZ-UNESP/Botucatu,
SP, que, comumente, ¢ constituido por tutores com menor poder aquisitivo.

Ampla variacdo de idade foi observada nos caes, apesar da média de idade da
ocorréncia das infec¢des auriculares de 6,4 anos, obtida do total de animais que este
dado foi disponivel (132/157 = 84,1%). Dentre os cdes com idade conhecida, foi
observada maior ocorréncia de otite em animais considerados adultos a velhos, entre 3 e
< 7 anos (34/132=25,8%) e > 7 anos (56/132=42,4%), respectivamente, resultado que
estd em consonancia com estudos similares, que tém observado maior prevaléncia da
infeccdo em caes entre 5 e 8 anos (LINZMEIER & ENDO, 2009; BENSIGNOR &
GERMAIN, 2009. SANTOS et al., 2019). Ainda, no presente estudo, foi observada
associacao significante entre a idade dos caes (> 7 anos) e a ocorréncia de otite pelos
diferentes micro-organismos identificados (p>0,0008). Tal resultado poderia encontrar
reflexo na maior exposi¢do dos animais — ao passar da idade - para o desenvolvimento
de fatores primdrios e predisponentes e, consequentemente, perpetuantes (acdo de
micro-organismos) (MOURA et al., 2010; CARVALHO, 2017), que poderiam favorecer
a ocorréncia das infecgOes microbianas em animais adultos a velhos, embora a avaliacao
da gravidade das infec¢des (aguda, subaguda ou crdnica), tampouco de fatores de
primarios e secundarios (e.g., atopia, dermatites), ndo tenham sido objeto do presente
estudo (MEDLEAU & HNILICA, 2006), posto que muitas amostras do estudo foram
encaminhadas por clinicas veterinarias da regido, sem consisténcia de informacdes de
gravidade, evolugdo dos casos ou comorbidades.

No que tange ao periodo do ano em que as amostras de conduto auditivo dos
cdes com suspeita de otite infecciosa foram encaminhadas ao diagnostico
microbiologico, foi observada associacao significante (p<<0,0001) entre a ocorréncia de
otite e o periodo do ano de ocorréncia, com predominio de isolamento de
micro-organismos em periodos mais quentes do ano (verdo), particularmente nas
infeccdes por agentes de origem ambiental (enterobactérias, Pseudomonas aeruginosa,
fungos e leveduras). Tal resultado poderia ser creditado ao aumento da pluviosidade e

temperatura, que poderiam favorecer alteragdes locais de microclima do pavilhdo
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auricular e, consequentemente, maior multiplicagio de micro-organismos (GREGORIO,
2013; GLAZE, 2013; WERNER, 2014; CARVALHO, 2017), em especial de origem
ambiental (enterobactérias, fungos e leveduras) ou hidrica (Pseudomonas aeruginosa).
(QUINN et al., 2011). Tal resultado indica que as infec¢des auriculares em caes podem
ocorrer ao longo de todo o ano na regido estudada, com predominio nos meses mais
quentes do ano, reforcando a necessidade de aten¢do dos médicos veterindrios no
tocante a agdes gerais de profilaxia, controle, diagnodstico e tratamento da afecgdo
(GLAZE, 2013; CARVALHO, 2017), em particular para agentes de origem ambiental
ou hidrica.

O cultivo microbioloégico dos 157 caes, de ambos os condutos auditivos,
possibilitou a identificagdo de 352 isolados de micro-organismos, pertencentes a 26
espécies distintas. Do total de cdes, 86,6% apresentaram cultura pura e 13,4%
coinfec¢des entre dois ou mais micro-organismos no mesmo conduto auditivo,
incluindo por agentes de origem ambiental (enterobactérias, leveduras e Pseudomonas
spp.) e contagiosa (ou da microbiota de pele, mucosas e conjuntivas, como
estafilococos, estreptococos e corinebactérias). Tal resultado reforca a natureza
polimicrobiana das otites infecciosas em cdes e a importancia de firmar o diagnostico
com suporte de técnicas microbiologicas (tradicionais e/ou moleculares) (DE
MARTINO et al.,, 2016; CARVALHO, 2017). Digno de nota que, nos animais
amostrados, a infec¢do foi definida como a presenca de > 5 UFC de micro-organismos
(colonias do mesmo tipo), fato que pode ser considerado diferencial do presente estudo,
embora a maioria das culturas tenham apresentado isolamento exuberante (> 20 UFC).
Ao contrario de estudos envolvendo mastite bovina (GUERRA et al.,, 2020) ou
infec¢des umbilicais em bezerros (MARTINS et al., 2022), cuja infecg¢ao bacteriana em
UFC tem sido caracterizada, tal definicdo ndo tem sido observada em estudos com otite
infecciosa canina, ¢ ¢ considerada fundamental, pois o conduto auditivo de caes
saudaveis possui microbiota normal residente, com populacdo reduzida de
micro-organismos se comparada a caes com otite de origem infecciosa (YOSHIDA et
al., 2002).

No contexto das otites em caes, os micro-organismos sdo considerados
perpetuantes do processo infeccioso (GLAZE, 2013; WERNER, 2014; CARVALHO,
2017). Nas condigdes do presente estudo, Staphylococcus pseudintermedius (33,2%),
Staphylococcus schleiferi (15,3%), Staphylococcus intermedius (13,4%), Malassezia
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pachydermatis (8,8%), Pseudomonas aeruginosa (6,5%), Proteus mirabilis (5,4%) ¢
Escherichia coli (3,1%) foram os micro-organismos prevalentes .

O género estafilococos representou >50% das espécies de micro-organismos
isolados, em cultura pura ou em associacdo, dos condutos auditivos dos caes
amostrados, resultado que concorda com estudos similares na Itdlia (DE MARTINO et
al., 2016) e no Brasil (CARVALHO, 2017), nos quais os estafilococos corresponderam
a, respectivamente, 48,3% e 49,4% da prevaléncia de agentes de otite externa canina.

Este grupo complexo de bactérias gram-positivas (estafilococos), de
comportamento oportunista, pertencem a microbiota do conduto auditivo dos caes. No
entanto, possuem grande variedade de fatores de viruléncia, que possibilitam ao agente
induzir infecgdes auriculares (TUNON et al., 2008). No presente estudo,
Staphylococcus pseudintermedius foi a espécie mais frequentemente identificada,
resultado que estd em consonancia com estudos mais recentes, que utilizaram métodos
moleculares no diagnostico (SILVA, et al., 2015), pois ndo ¢é totalmente inequivoca a
diferenciagdo em nivel de espécies entre S. pseudintermedius € S. intermedius - comuns
em casos de otite canina -, utilizando métodos fenotipicos ou bioquimicos de
classificagdo (QUINN et al.,, 2011). Ainda, a elevada ocorréncia de espécies de
estafilococos nos animais amostrados com otite, que possuem como habitat a pele,
conjuntivas ¢ mucosas de animais (BENITES et al., 2016), pode encontrar reflexo na
ocorréncia de afec¢des dermatoldgicas em cdes, uma vez que a orelha é considerada
extensdo de desordens tegumentares e, consequentemente, cdes que desenvolvem
dermatopatias estdo mais propensos a ocorréncia de otite (WERNER, 2014), embora
tais afec¢oes dermatologicas ndo tenham sido investigadas no presente estudo.

Apesar da semelhanca de habitat entre os estafilococos e estreptococos, quais
sejam, mucosas, conjuntivas e pele de animais e humanos (QUINN et al., 2011;
BENITES et al.,, 2016), baixa ocorréncia de espécies de estreptococos (e.g.,
Streptococcus canis, Streptococcus halichoeri, Streptococcus agalactiae) foram
identificados em cultura pura ou em associacdo. Ao contrario, na Australia (BUGDEN,
2012) e estudo em outra regido no Brasil (MOURA et al., 2010), identificaram espécies
de estreptococos em 6,2% e 6,3%, respectivamente, sugerindo que peculiaridades
geograficas (e.g., edafoclimaticas), de ragas e na criacdo dos animais podem influenciar

na ocorréncia dos patdgenos de otite canina.
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A semelhanca dos estafilococos, leveduras da espécie Malassezia pachydermatis
e espécies do género Candida, apresentam como habitat o conduto auditivo de caes e,
de modo oportunista, representam agentes perpetuantes frequentes nos casos de otite em
cdes (DE MARTINO et al., 2016). Mudangas no microambiente do conduto auditivo,
particularmente quanto a elevacdo de temperatura e umidade, favorecem a multiplicag@o
deste grupo de micro-organismos lipofilicos (BRITO et al., 2009; MELCHERT et al.,
2011). Nos animais amostrados, 8,8% revelaram o isolamento em cultura pura ou em
associag¢do da espécie Malassezia pachydermatis, reforgando a relevancia deste grupo
de agentes na génese dos casos de otite em cdes, bem como a necessidade de atencao as
medidas de controle e profilaxia, que possam evitar o excesso de umidade no conduto
auditivo (OLIVEIRA et al., 2012).

Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis representaram 6,5% e 5,4% do
isolamento em cultura pura ou em associa¢ao dos micro-organismos. Estas espécies de
bactérias gram-negativas possuem, em comum, a origem hidrica e, portanto, os casos de
otite em cdes comumente estdo relacionados a periodos do ano de alta pluviosidade,
aumento de temperatura, criacdo de animais em ambientes umidos, secundarios a
banhos, ou animais que adentram ambientes aquaticos. Estes fatores podem favorecer a
ocorréncia destes patdogenos no conduto auditivo dos animais, que se notabilizam por
refratariedade ao tratamento, em virtude da multirresisténcia aos antimicrobianos
convencionais (TULESKI, 2007; SIQUEIRA e RIBEIRO, 2016).

Escherichia coli s3o bactérias pertencentes ao complexo grupo das
enterobactérias, que se caracterizam como micro-organismos altamente versateis,
presentes em grande variedade de biomas, incluindo solo, agua, vegetais, material em
decomposi¢ao (JANG et al., 2017), insetos (moscas) (BERTOLINI et al., 2022) e o trato
intestinal de animais e humanos (JANG et al., 2017). Sdo caracterizadas pelo
comportamento oportunista, por grande diversidade clonal e de fatores de viruléncia
entéricos (diarreiogénicas) (JESSER & LEVY, 2020) e extraentéricos (ExPEC)
(DENAMUR et al., 2021). Apesar da adaptabilidade a diferentes nichos, as infecgdes
por estes micro-organismos em animais e humanos geralmente estdo associadas a
contaminagdo fecal e, por vezes, multirresistentes aos antimicrobianos convencionais
(JESSER & LEVY, 2020; DENAMUR et al., 2021). No presente estudo, em 3,1% dos
caes foi obtido o isolamento em cultura de E. coli, além da detec¢ao de outras

enterobactérias como Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca e Providencia stuartii.
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Tal resultado ¢ similar aos obtidos em estudos na Itadlia (DE MARTINO et al., 2016) e
Brasil (GHELLER et al., 2017), nos quais E. coli foi identificada em 4,2% e 11% da
casuistica de otite externa canina, respectivamente, ratificando a importancia da higiene
do ambiente na criagdo de cdes como profilaxia/controle da otite por este grupo de
patdgenos de origem ambiental/fecal.

Uma miscelanea de outros patdégenos foram identificados em cultura pura ou em
associacdo nos animais amostrados, incluindo Acinetobacter iwoffii, Kerstersia
gyiorum, Streptococcus halichoeri e Staphylococcus caprae que, na literatura
consultada, s3o descritos pela primeira vez na etiologia da otite externa canina. Tal
primazia na detec¢do pode encontrar justificativa no diagndstico do presente estudo
baseado em protedmica, mais especificamente na técnica de MALDI-TOF MS, que se
caracteriza como método rapido, de custo acessivel e de alto poder discriminatorio na
identificagdo em nivel de espécies de bactérias e leveduras (LI et al., 2022), e que,
gradualmente, tem sido adotado como técnica de rotina (GONCALVES et al., 2014) ou
confirmacdo diagnostica em medicina veterindria (MARTINS et al., 2022). Neste
mesmo contexto, discrepancias entre prevaléncias e identificagdo dos micro-organismos
no presente estudo podem ser creditadas, em parte, ao emprego da protedmica no
diagnostico em nivel de espécies, fato que limita confrontar os resultados com estudos
similares, que tém utilizado métodos fenotipicos/bioquimicos convencionais.

Em cerca de 95% dos caes foram identificados micro-organismos em ambos 0s
condutos auditivos, com predominio de S. pseudintermedius, S. schleiferi, S.
intermedius, Malassezia pachydermatis, Pseudomonas aeruginosa e P. mirabilis. Tal
resultado sinaliza que, no diagndstico microbiologico da afec¢do, sejam encaminhados
materiais de ambos os condutos auditivos de cdes com sinais de otite, em virtude da
elevada possibilidade de infeccdo simultdnea dos condutos auditivos, bem como a
presenga do mesmo agente em ambos condutos indica fonte comum de infeccdo ou
contaminagao, que pode auxiliar na adocao de acdes de profilaxia e controle.

Em geral, florfenicol, amoxicilina/acido clavulanico, amicacina e ceftriaxona
foram os antimicrobianos que apresentaram maior eficécia in vitro (>80%) diante dos
isolados bacterianos (exceto para isolados de Pseudomonas aeruginosa), indicando que
estes farmacos se constituem em boas opg¢des no tratamento da otite externa canina por
via topica e/ou parenteral (BENSIGNOR & GERMAIN, 2009). Eficacia in vitro >95%

foi observada para isolados de E. coli e dos géneros Staphylococcus e Proteus em
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estudo similar na Australia (BUGDEN, 2012), enquanto investigacao na Italia de casos
de otite externa canina revelou 89% de eficdcia in vitro de farmacos do grupo dos
aminoglicosideos, particularmente para isolados de estafilococos e Proteus sp. (DE
MARTINO et al., 2016).

Em contraste, elevada resisténcia in vitro (~50%) dos isolados obtidos foi
observada com o uso de sulfametoxazole potencializada pelo trimetoprim e moderada
resisténcia dos isolados (>20%) as fluorquinolonas. No tocante as sulfonamidas, tal
resultado era esperado, uma vez que este grupo de farmacos ¢ utilizado ha décadas no
tratamento de diferentes infecgdes em animais domésticos (GIGUERE et al., 2013). Em
particular, os isolados de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus pseudintermedius €
Escherichia coli apresentaram maior resisténcia diante dos farmacos utilizados. De
modo similar, estudos na Australia (BUGDEN, 2012), Italia (DE MARTINO et al.,
2016) e Brasil (TULESKI et al., 2008) também revelaram elevada resisténcia de
isolados do género Pseudomonas obtidos de casos de otite em caes, refor¢ando a
refratariedade deste patdgeno aos antimicrobianos convencionais (GIGUERE et al.,
2013).

A multirresisténcia bacteriana (isolados resistente a >3 antimicrobianos de
grupos/classes distintos) (MAGIORAKOS et al.,, 2012) no presente estudo foi
encontrada em 17% dos isolados. Neste cendrio, a emergéncia da multirresisténcia
bacteriana representa preocupacido de ordem mundial no contexto de Saude Unica, uma
vez que, em 2019, tratamentos ndo-responsivos (com antimicrobianos) em
enterobactérias isoladas de humanos foram relacionados a 400 mil mortes (MURRAY et
al., 2022). Ademais, estima-se que o Brasil seja o segundo pais que mais utiliza
antimicrobianos no tratamento de animais de produ¢do (TISEO et al., 2020). De fato, o
uso ndo racional de antimicrobianos pode aumentar a pressdo seletiva para bactérias
multirresistentes, em animais e humanos (MAGIORAKOS et al., 2012; GIGUERE et
al., 2013). Com efeito, tratamentos norteados por testes prévios de sensibilidade in vitro
dos isolados diante dos antimicrobianos aumentam as chances de sucesso (GIGUERE et
al., 2013), reduzem os custos e os riscos de cronicidade dos casos (BENTLEY, 2016) e
possibilitam a vigilancia epidemiologica para bactérias com resisténcia multipla
(MAGIORAKOS et al., 2012), incluindo casos de otite canina (McEWEN e
COLLIGNON, 2018).
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Apesar do isolamento microbiano e a identificacdo dos patdgenos indicarem a
provavel origem das infeccdes em animais, quais sejam do ambiente (e.g.,
enterobactérias, fungos, leveduras), ou contagiosas (estafilococos, estreptococos,
corinebactérias) (QUINN et al., 2011), incluindo otoldgicas em caes, a complexidade de
agentes envolvidos e a possibilidade de infec¢cdes combinadas por agentes de origem
ambiental e contagiosa, sugere que médicos veterinarios adotem medidas gerais de
profilaxia e controle para agentes de origem ambiental e contagiosos envolvidos em
casos de otite incluindo, mas ndo limitado a, manter o ambiente dos animais limpo e
seco, controle de ectoparasitas, diagndstico de dermatopatias, cuidados apds o banho,
diagnostico microbiologico dos casos e tratamento respaldado em testes in vitro de

sensibilidade dos patogenos (MANSFIELD, 1988; ZAPPA, et al., 2017)
7. CONCLUSOES

v Grande variedade de patdgenos foi identificada com o uso de protedmica
(MALDI-TOF MS) no diagnostico em nivel de espécies dos micro-organismos,

reforcando a natureza polimicrobiana das infec¢des do conduto auditivo de cdes;

v Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus schleiferi,
Staphylococcus intermedius e Malassezia pachydermatis foram os micro-organismos
mais frequentemente identificados no presente estudo, indicando o envolvimento desses

agentes na casuistica da otite em caes;

v Houve maior frequéncia da otite em cdes > 7 anos € no verdo, como
provavel reflexo, respectivamente, do aumento da exposi¢ao dos animais aos patdogenos
ao longo da idade, bem como o predominio de infecgdes nos periodos de maior
temperatura e pluviosidade, que podem favorecer a multiplicacio de agentes,

particularmente de origem ambiental ou hidrica;

v Em cerca de 95% dos cdes amostrados foram identificados
micro-organismos em ambos condutos auditivos, sugerindo que no diagndstico
microbioldgico das otopatias infecciosas em cdes, sejam encaminhados materiais de
ambos condutos auditivos, em virtude da elevada possibilidade de infeccdo simultanea

dos condutos, bem como a presenca do mesmo agente em ambas orelhas indica fonte
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comum de infeccdo ou contaminacdo, que pode auxiliar na adog¢do de acdes de

profilaxia/controle da afeccao;

v Florfenicol, amoxicilina/acido clavulanico, amicacina ¢ ceftriaxona
foram os antimicrobianos que apresentaram maior eficacia in vitro (>80%) diante dos
isolados bacterianos, indicando que estes farmacos se constituem em boas opgdes no

tratamento da otite externa canina;

v Os isolados bacterianos apresentaram 17% de multirresisténcia,
particularmente para sulfametoxazole/trimetoprim, e elevada resisténcia de
Pseudomonas aeruginosa, reforcando a importancia da institui¢do do tratamento da
afeccao respaldada em testes in vitro de sensibilidade dos isolados, visando fomentar o
uso racional de farmacos e a vigilancia epidemiologica de bactérias com resisténcia

multipla aos antimicrobianos.
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