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RESUMO

Otite externa (OE) ¢ o termo utilizado para definir a inflamagéo do conduto auditivo externo.
A otite externa possui diversas etiologias, ocorre em varias espécies animais, mas é
particularmente frequente em cées. Apesar de estarem associados a surtos de otite externa em
animais de producgéo, os microrganismos da classe Mollicutes nunca foram incriminados no
processo etiopatologico de cdes otopatas. Esse estudo teve como objetivo isolar micro-
organismos da classe Mollicutes e associa-los aos casos de otite em cdes. Com o auxilio de
suabes estéreis foram coletadas amostras da orelha direita e esquerda de 41 cdes, sendo 11 com
OE e 30 sem OE. Foi realizado o isolamento bacteriano, fungico e de Mollicutes. Das amostras
cultivadas para isolamento de bactérias e fungos, observou-se positividade de 80% nos animais
saudaveis, com infeccdo polimicrobiana em 38 amostras (63,3%); ja os cdes com OE, a
positividade foi 95,3%, com infeccdo polimicrobiana em 77,3% das amostras. No que se refere
aos géneros, o perfil de isolamento microbiolégico foi idéntico entre os cdes otopatas e sadios.
Os micro-organismos isolados foram Staphylococcus sp., Micrococcus, Bacillus sp.,
Streptococcus sp. e Malassezia sp, sendo esta Gltima mais frequente em animais com OE e esse
agente pareceu exercer influéncia no isolamento de Mollicutes. A prevaléncia de Mollicutes foi
de 32% (27/82), sendo 14,8% (4/27) em cdes com OE e 85,2% (23/27) em animais sem otite.
Em 7,4% (2/27) das amostras foram positivas para Mycoplasma. Foi a primeira vez que agentes
da classe Mollicutes foram isolados do conduto auditivo de cées. Apesar de ser uma importante
descoberta, a presenca deste agente ndo pode ser implicado no aparecimento e perpetuacéo dos

casos de OE nos caes.

Palavras-chave: Otite externa, Mollicutes, caes.



ABSTRACT

Otitis externa (OE) is the term used to describe inflammation of the external auditory canal. OE
has several etiologies, occurs in several species, but is particularly common in dogs. Despite
being associated with outbreaks of otitis externa in farm animals, Mollicutes class
microorganisms have never been incriminated in the etiopathological process of dog’s
otopathy. The aim of this study was to isolate Mollicutes from external ear canal of dogs and
associate it with OE cases. With the aid of sterile swabs, samples were collected from the right
and left ears of 41 dogs, 11 of them with OE and 30 without OE. Bacterial, fungal and
Mollicutes isolation were performed. A 80% rate of posivity for bacteria and fungi isolation
was observed in 80% of animals with healthy ears, with polymicrobial infection in 38 samples
(63.3%). In dogs with OE, the positivity was 95.3%, with polymicrobial infection in 77.3% of
the samples. With regard to the genus, the microbiological profile was identical between dogs
with and without OE. The microorganisms isolated were Staphylococcus sp., Micrococcus,
Bacillus, Streptococcus and Malassezia. The frequency of isolation was higher in dogs with OE
and the results revealed that Malassezia was the agent that stood out in animals with otitis.
Furthermore, this agent appeared to influence the isolation of Mollicutes. The prevalence of
Mollicutes was 32% (27/82). 14.8% (4/27) were isolated in dogs with EO and 85.2% (23/27)
in animal with healthy ears. Among the samples, 7.4% (2/27) were also positive for digitonin
test. It was the first time that Mollicutes were isolated from the external ear canal in this specie.
Despite being an important discovery, the presence of this agent couldn’t be implicated in the

onset and perpetuation of OE cases in dogs.

Keywords: Otitis externa, Mollicutes, dog.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

A audicdo é um dos sentidos mais importantes para 0s animais domésticos e selvagens;
nos cdes, ela é essencial no desenvolvimento e implica diretamente na capacidade de
aprendizado desta espécie. A orelha é o 6rgdo especializado em captar e transmitir os sons ao
sistema nervoso central e € dividida anatomicamente em trés regides distintas: a orelha externa,
a orelha média e a orelha interna, porém apenas a primeira € visivel a olho nu (DYCE, SACK
e WENSING, 1997).

Esse 6rgdo pode sediar diversas doencas, destacando-se entre essas a inflamacdo da
orelha, também conhecida como otite (JONES, HUNT e KING, 2000). Devido as
peculiaridades anatbmicas da orelha, a otite externa (OE) é bastante comum na espécie canina
(GOTTHELF, 2007). Essa doenca tem etiologia multifatorial, e sabe-se que 0s agentes
microbianos tem um importante papel na perpetuacdo dos quadros inflamatérios. Diversos
agentes bacterianos ja foram identificados em casos de otite externa nos cédes, com destaque
para Staphylococcus intermedius, Staphylococcus aureus subsp. aureus, Pseudomonas spp.,
Proteus mirabillis e Klebisiella pneumoniae. Entre os agentes flngicos, a Malassezia
pachydermatis é a espécie mais frequente (OLIVEIRA et al., 2008). Além disso, as infestacfes
parasitarias s&0 causas comuns nas otopatias. Acaros como o Otodectes cynotis, Demodex sp.,
Sarcoptes scabiei e Notoedres cati sdo frequentemente apontados como agentes primarios de
otite em caninos e felinos (ANDRADE, 2008).

Formada por micro-organismos caracterizados por ndo possuirem parede
celular, a classe Mollicutes ¢ composta por pelos menores micro-organismos capazes de
crescimento autbnomo. Ja foram isoladas em aves, humanos, mamiferos, répteis, insetos e
plantas, e uitas espécies sdo apontadas como causadoras de doenca em seus hospedeiros.
Mollicutes ndo tem sido incluido entre os microrganismos presentes no conduto auditivo de
caes, talvez pela dificuldade de se realizar o isolamento bacterioldgico dos membros dessa
classe. Diante disso, objetivou-se neste estudo investigar a presenca de Mollicutes no conduto
auditivo de cdes e verificar a participacdo desses agentes no complexo etiopatoldgico das otites

em caes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A orelha é o 6rgéo responsavel pela audicéo e pelo senso de equilibrio dos animais; nos
caes, o sistema auditivo estd incompleto ao nascer e continua a amadurecer no periodo pos-
natal. Durante os primeiros dias ap6s o nascimento, o canal auditivo se abre e se alarga até
atingir a abertura maxima, o que ocorre por volta da quinta semana de vida. No cédo adulto, a
capacidade auditiva é maior que a do homem, o que permite a percepcéo de sons em frequéncias
ndo suportadas pela orelha humana. A audicdo é um dos sentidos mais importantes nessa
espécie, uma vez que sua deficiéncia pode resultar em animais agitados, agressivos, com menor
capacidade de interacao social e dificeis de adestrar (BEAVER, 2001).

A orelha divide-se anatomicamente em orelha externa, orelha média e orelha interna,
sendo que apenas a primeira pode ser observada a olho nu (DYCE, SACK e WENSING, 1997).
A orelha externa consiste no pavilhdo auricular, no meato acustico externo e na membrana
timpanica. O pavilhdo auricular é formado basicamente por cartilagem elastica revestida por
pele e pélos. Sua capacidade de mobilidade, a qual auxilia enormemente o cdo na captacao dos
sons, se da pela presenca de trés conjuntos musculares (rostral, ventral e caudal) inervados por
ramos do nervo facial (KUMAR e RONAM-AUERHAHN, 2007).

O conduto auditivo externo consiste de uma porcao vertical anterior e uma horizontal
posterior, se entende de uma parte do pavilhdo auricular até a membrana timpanica, possuindo
um comprimento varidvel de 5-10 cm e uma largura entre 4-5 mm. O canal auricular é revestido
por epitélio que contém grande quantidade de glandulas produtoras de cerimen e sebo, além de
foliculos pilosos; a secrecdo das glandulas sebaceas e a das glandulas ceruminosas formam o
cerimen auricular (“cera”) (JONES, HUNT e KING, 2000; KUMAR e ROMAN-
AUERHAHN, 2007; LEITE, 2010). O cerimen possui elevado contetdo lipidico, cuja
composicdo é bastante varidvel, geralmente sendo rico em acidos graxos. A variagao entre 0s
componentes lipidicos do cerdmen pode variar de 18,2% a 92,6% entre as orelhas de um mesmo
cdo saudavel (HUANG e HUANG, 1999), o cerimen é considerado uma importante barreira
contra infecgBes por microrganismos. No entanto pode favorecer o desenvolvimento de
infecgOes, especialmente Malassezia (OZCAN, 2005).

A orelha pode sediar diversas doencas especificas, desde ma-formacdes congénitas,

inflamacdes (otites) e tumores, porém, geralmente, as afeccdes auriculares sdo estudadas em
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conexdo com doencas sistémicas. A patologia mais comum € a reacdo inflamatoria da orelha
externa, ou otite externa (JONES, HUNT e KING, 2000).

2.1 Otite em Caes

Por definicdo, as otites correspondem a uma gama de alteracGes inflamatorias ocorridas
no canal auditivo em resposta a qualquer insulto que possa, porventura, danificar e/ou alterar o
epitélio do canal auditivo. A doenca pode causar extremo desconforto ao animal e
frequentemente se observam lesdes no pavilhdo auricular, otohematomas, prurido intenso,
otalgia e alteracdo do posicionamento do pavilhdo auricular. No exame otoscopico podem ser
observadas diversas altera¢cBes, como pontos hemorrégicos, erosdao no epitélio do conduto
auditivo, hiperqueratose epitelial, estenose do canal auditivo, secrecdo de coloracdo variada,
ruptura da membrana timpanica, entre outros (GOTTHELF, 2007; OLIVEIRA et al., 2006b;
SILVA, 2011).

Nos cdes, a OE representa cerca de 5% a 20% dos casos atendidos na clinica de
pequenos animais, sendo 0s casos cronicos representantes da grande maioria dos casos de
otopatias nos caninos (ROSYCHUCK e LUTTEGEN, 2000). As otites possuem etiologia
multifatorial, surgindo pela presencga de causas primarias. Além destas, ainda existem fatores
predisponentes e perpetuantes que contribuem para a instalacdo do quadro clinico e sua
evolucdo. Geralmente sdo citadas como causas primarias de otite a atopia, hipersensibilidade
alimentar, parasitas, corpos estranhos, hipotireoidismo e doencas seborréicas (GOTTHELF,
2007; ZANON et al., 2008; SALZO e LARSSON, 2009; SILVA, 2011).

2.2 Principais causas primarias de otite em cées

2.2.1 Reacdes de hipersensibilidade: dermatite atdpica, alergia alimentar e dermatite de

contato.

A pele que recobre o canal auricular € uma extensdo daquela que recobre o corpo,
portanto as dermatopatias também podem causar alteracfes no epitélio do canal auricular
(GOTTHELF, 2007); cerca de 90% dos casos de otite externa recorrente bilteral é causada pela
presenca de dermatite atopica ou alergia alimentar (ROSSER, 2004).

A dermatite atdpica canina € uma dermatopatia complexa caracterizada por reacdo de
hipersensibilidade do tipo I. Sua patogenia ainda néo foi devidamente esclarecida, mas sabe-se
que ha uma série de fatores genéticos e ambientais envolvidos. Algumas ragas, como Labrador

Retriever, Golden Retriever, Setter Irlandés, Dalmata, Pug e Shar Pei s&o predispostas a doenga,
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sendo mais detectada em fémeas do que em machos. O aparecimento do quadro clinico pode
variar, e geralmente ocorre entre um e sete anos de idade (GRIFFIN e DeBOER, 2001; SCOTT,
MILLER e GRIFFIN, 2001).

Foi estimado que 86% dos cdes acometidos por dermatite atopica desenvolvem otite
clinica. A doenca se caracteriza por uma reagdo alérgica exagerada mediada por anticorpos IgE
resultante de estimulagdo antigénica. Muitos cées atopicos apresentam histérico de lambedura
ou mordedura das patas, prurido facial, prurido nas orelhas, além de outros sinais inespecificos
e secundarios causados pela fragilizacao da pele e pela infecgédo bacteriana posterior (GRIFFIN
e DeBOER, 2001; ZANON et al., 2008). A variedade de sinais é causada pela inflamacéo,
vasodilatagdo, edema e eritema. Inicialmente, ocorre reducdo do diametro do canal auditivo, o
que leva a diminuicdo da ventilacdo e drenagem do conduto. Essas alteracdes favorecem o
aumento da umidade e proliferacdo dos microrganismos, exacerbando a inflamacéo local e
perpetuando o quadro clinico (ANGUS, 2005).

A alergia alimentar apresenta sinais clinicos bastante similares aos apresentados nos
casos de atopia (ARAUJO, 2011) e é uma importante causa de OE na espécie canina. Nos cAes,
as alergias alimentares séo divididas em duas categorias: as imuno-mediadas e as que nao sdo
imuno-mediadas que séo as intoxicacOes alimentares (HENSEL, 2010). A alergia alimentar
imuno-mediada é caracterizada por uma reacdo aberrante do sistema imunolégico aos
componentes presentes na dieta. Em geral, a resposta € mediada pela imunoglobulina IgE, e por
células de defesa (CIANFERONI e SPERGEL, 2009). A resposta alérgica causada por
constituintes alimentares pode causar alteracfes em mais de um sistema organico, contudo as
manifestacOes cutaneas sdo as que mais chamam atencao dos tutores. Os animais apresentam
prurido nas patas, face, regido ventral do corpo e orelhas, as quais geralmente apresentam
quadro inflamatorio bilateral em 60% dos casos (SALZON e LARSSON, 2009).

Ao contrario dos casos de dermatite atopica e hipersensibilidade alimentar, a alergia de
contato € uma causa bastante incomum de otite, porém pode causar rea¢des inflamatdrias e
pruriginosas nas orelhas e outras partes do corpo, como por exemplo a regido interdigital,
ventral, axilar e inguinal. Comumente notam-se areas de alopecia onde a reacdo alérgica se
desenvolve (ROSSER, 2004).

2.2.2 Desordens de queratinizagdo

Algumas doencas enddcrinas que causam alteracdes dermatoldgicas podem afetar o

epitélio do canal auditivo, como por exemplo, hipotireoidismo e hiperadrenocorticismo. Estas
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doencas sdo capazes de alterar a queratinizacdo do epitélio do canal auditivo bem como a
producdo de cerimen. O hipotireoidismo é uma causa comum de otite em ragas conhecidamente
predispostas a essa doenca, causando um quadro de dermatite e otite seborréica. No céo
acometido pela doenca, ha uma mudanca na composi¢do dos acidos graxos do cerimen, além
de uma super producdo do mesmo, causada pela hiperativacdo das glandulas sebaceas
(GOTTHELF, 2007). Além disso, animais com a doenga apresentam resposta imunoldgica
comprometida e alteracdo na funcao da barreira epidérmica, o que contribui para o crescimento

exacerbado de Malassezia spp. e bactérias (ANGUS, 2005).
2.2.3 Parasitas

As otites parasitarias sao causadas por diversas espécies de acaros como o Otodectes
cynotis, Sarcoptes scabiei, Demodex cati, Demodex cani e Notoedres cati. Geralmente, S.
scabiei, N. cati e ambas as espécies de Demodex ndo parasitam exclusivamente o canal auditivo,
s atingindo 0 mesmo em infestacBes generalizadas, ou pelo menos, iniciadas em outros sitios.
Apesar de, eventualmente, atingir outras areas do corpo, apenas O. cynotis parasita
primariamente o conduto auditivo, sendo conhecido como &caro da orelha (SCOTT, MILLER
e GRIFFIN, 1996; WALL e SHEARER, 2001; BALLWEBER, 2001). A sarna otodécica, como
é conhecida a infeccdo por Otodectes cynotis ocorre em cdes de qualquer raga, de ambos 0s
sexos e em todas as idades, porém é mais comum em animais jovens, com menos de um ano de
idade (SOUZA et al., 2008).

A prevaléncia de sarna otodécica em caninos pode variar de 9,6% a 67,6%
(NASCIMENTO et al., 2007; SOUZA et al., 2008; NEVES et al., 2011). A doenca pode ser
observada em cées de todas as racas, idades e ambos 0s sexos, porém, é relatada com maior
frequéncia em cées de caca (FORTES, 2004). Além disso nao ha evidéncia que o tipo de pelo,
formato e comprimento das orelhas e contato com outros cées sejam fatores determinantes na
ocorréncia na doenca (SOUZA et al., 2008). E interessante notar que a higienizacdo do
ambiente onde vive o animal parece ser um fator importante em sua disseminacdo; o numero
de animais acometidos por otocariase € significativamente maior em animais criados em
condigdes higiénico-sanitarias ruins quando comparado aos que vivem em locais limpos
(SOUZA et al., 2008).
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2.2.4 Corpos estranhos

Além dos parasitas e das doengas sistémicas, 0s corpos estranhos podem ser causa
primaria de otite, devido a irritacdo local que causam. Arestas de plantas, lascas de madeira e
sementes podem adentrar e migrar pelo canal auditivo, sendo capazes até de perfurar o timpano
e causar otite média (GNUDI et al., 2005). Além destes, a presenca de areia, insetos, pélos
quebrados e até medicacdo de uso otoldgico ressecada podem causar otite externa e média
(ROSSER, 2004). O animal pode apresentar quadro clinico agudo, doloroso e bilateral. Na
tentativa de expulsar o corpo estranho do canal auditivo, o cdo abana constantemente a cabeca
e quando ndo é retirado pode causar ulceracao no epitélio, infeccdo secundaria e até formacéo
de granulomas (HARVEY et al., 2001).

2.3 Fatores que predispdem a otite em caes

Fatores predisponentes atuam em conjunto com as causas primarias ou fatores
perpetuantes para ocasionar a doenga clinica, aumentando o risco de desenvolvimento de otite.
Ocasionalmente, cdes com otite recidivante cronica possuem producgédo excessiva de cerumen
associada a uma variedade de infeccbes bacterianas ou fungicas. Além disso, a conformacéo
auricular, traumas, excesso de umidade, excesso de pélos e as doencas auriculares obstrutivas,
como polipos e neoplasias, frequentemente favorecem o aparecimento de casos da doenca
(GOTTHEFF, 2007; ANDRADE, 2008; SILVA, 2011).

2.3.1 Conformacéo auricular

A OE frequentemente esté4 associada a racas que possuem orelhas pendulares, condutos
auditivos estenoticos e/ou excesso de pélos no canal. H& certa ddvida se esses fatores
isoladamente sdo capazes de iniciar o quadro, uma vez que € comum encontrar pacientes com
OE que ndo apresentam tais caracteristicas anatdbmicas (ROSSER, 2004). Porém, alguns autores
assumem como verdade que o formato pendular tem influéncia direta na ventilagdo auricular,
e, consequentemente, no aumento da temperatura e umidade locais, o que favoreceria 0
aparecimento da doenca nos caninos (MURPHY, 2001; ROSYCHUCK e LUTTEGEN, 2000;
FOSTER et al., 2003; GOTTHELF, 2007).

MASUDA et al. (2000) observaram que a incidéncia de otite externa em cées se
relaciona com o formato da pina, porém a quantidade de lipidio secretado pelas glandulas

apocrinas parece exercer influéncia maior no desenvolvimento da doenca.
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Os condutos auditivos excessivamente pilosos s&o um problema especialmente quando
0 quadro clinico ja esta instalado. Nesses casos, a depilagdo do conduto é indicada para o
controle da doenca. Os canais auriculares estendticos congénitos sdo observados em algumas
racas como Chow-chow e Bulldogs Inglés. Nestes animais, o quadro clinico pode se instalar
rapidamente, devido a rapida oclusdo do canal por detritos e exsudacdo (ROSYCHUCK e
LUTTEGEN, 2000).

2.3.2 Temperatura e umidade

Por muito tempo foi aceito que os fatores climaticos exerciam uma inegavel influéncia
no aparecimento dos casos de OE em cées. E aceito que o microambiente é o principal fator
que afeta a microbiota residente (ROSYCHUCK e LUTTEGEN, 2000), parecendo beneficiar
especialmente as infeccdes por Malassezia spp. que passam de comensais para parasitas
(NOBRE et al., 1998).

A temperatura e umidade no interior do canal auditivo sdo bastante estaveis. Em geral,
a temperatura situa-se entre 38,2 e 38,4°C (HUANG e HUANG, 1999). Yoshida et al. (2002)
avaliaram a temperatura do conduto auditivo externo em cées com otite e sem otite. Ndo foi
observada nenhuma diferenca significativa entre os dois grupos. A umidade relativa no conduto
é de 88,5%, sendo esta bastante constante frente as alteracbes ambientais. Nos casos de OE,
esta varia apenas 0,5%, ndo parecendo exercer grande influéncia no curso da doenca
(YOSHIDA et al., 2002).

2.3.3 Neoplasias obstrutivas

Os tumores da orelha podem ser divididos em trés categorias: 0s que afetam o tecido
epitelial, os que derivam das glandulas ceruminosas e os derivados do epitélio auditivo e nervos.
Nos caninos, a grande maioria dos tumores que acomete a regido auricular é benigna. Nesta
espécie, os polipos inflamatoérios sdo associados a casos de otite externa ndo responsiva ao
tratamento. Nesses casos, a otite surge devido as alteracdes ocorridas nas células do epitélio
escamoso, hiperqueratinizacdo e acantose. Na derme € possivel observar grande quantidade de
celulas inflamatdrias infiltradas e modificagbes estruturais nas glandulas (GAAG, 1986).
Nestes casos, a doenca pode ser uni ou bilateral, podendo comprometer também a orelha media,
sendo que a otite média e externa persistente é o Unico sinal clinico relevante. O tratamento
consiste na remocao dos tumores e controle pos-operatorio dos sinais clinicos (PRATSCHKE,
2003).
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Em alguns casos, além da otite crénica podem ser observados sinais neuroldgicos
graves, como ataxia, paralisia facial e inclinacdo da cabeca. Esses sinais sdo decorrentes do
comprometimento nervoso que ocorre quando a inflamacao/infeccdo atinge a orelha interna
(COOK et a., 2003).

2.4 Fatores perpetuantes da otite

A infeccdo por bactérias e Malassezia sao fatores conhecidos por perpetuarem as otites
externas. Bactérias e fungos que colonizam o conduto auditivo externo séo agentes oportunistas,
que podem se tornar patogénicos quando existem alteragcdes provocadas pela inflamacéo. A
multiplicagdo exagerada agrava o quadro clinico e torna mais dificil a sua cura (NOXON, 1998;
ROSYCHUK e LUTTGEN, 2004).

2.4.1 Microbiota do conduto auditivo do cdo

A microbiota do conduto auditivo dos cées inclui alguns microrganismos comensais que
possuem capacidade de se tornar patogénicos quando ha desequilibrio no ambiente auricular,
como, por exemplo, Staphylococcus spp., Streptococcus spp. Corynebactebacterium spp.,
Proteus spp., e Malassezia spp. O fato de muitos dos microrganismos isolados em casos de otite
ser, em parte, 0s mesmos presentes na orelha saudavel ressalta o carater oportunista dos mesmos
(MERCHANT, 2007).

Num estudo que teve como objetivo definir os agentes microbianos presentes no
conduto auditivo de cdes com otite bilateral, Oliveira et al. (2008) identificaram diversos
agentes bacterianos, com destaque para Staphylococcus intermedius e Staphylococcus aureus
subsp. aureus, Pseudomonas spp., Proteus mirabillis e Klebisiella pneumoniae.

Staphylococcus spp. tem sido a bactéria mais isolada de cdes com orelhas sadias e
orelhas com otite (MEGID et al., 1990; YAMASHITA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005;
FERNANDEZ et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2006a; OLIVEIRA et al., 2006b; OLIVEIRA et
al., 2008; SANCHEZ et al., 2011; SCARTEZZINI et al., 2011; BUGDEN, 2013). Sasaki et al.
(2005) procederam a caracterizacdo bioldgica do Staphylococcus intermedius isolado de cées
com e sem otite externa. Nesse estudo, descobriu-se que ndo ha diferenca significativa entre a
producdo de DNAse, proteases, lipases, hemolisinas, proteina A e padrdes de fagocitose entre
as os isolados de S. intermedius, porém a producédo de enterotoxinas foi razoavelmente superior

naqueles obtidos de animais doentes.
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Pseudomonas e outros bastonetes gram-negativos geralmente ndo fazem parte da
microbiota normal da orelha do céo, porém podem ser isoladas em até 35% dos casos de OE
nesta espécie. Nas infeccGes por Pseudomonas, especialmente Pseudomonas aeruginosa, 0
quadro clinico se caracteriza por uma otite supurativa aguda, com sinais de inflamacéao grave,
ulceracdo do epitélio e dor (SCOTT, MILLER e GRIFFIN, 1996; NUTTALL e COLLET, 2007,
PYE, YU e WEESE, 2013). Pye, Yu e Weese (2013) concluiram que a capacidade de produzir
biofilme é um dos fatores que contribui para a viruléncia e persisténcia da infeccdo por
Pseudomonas aeruginosa em caes com otite.

Mesmo sendo considerado como um habitante comensal da orelha dos cées, uma maior
quantidade de leveduras de Malassezia é encontrada em animais com otite clinica quando
comparado a animais saudaveis, o que indica que as leveduras desempenham um importante
papel no desenvolvimento e/ou inducdo da doenca. Ainda ndo se sabe ao certo o que leva a
Malassezia a passar de comensal para patdégeno, porém acredita-se que as alteragdes fisicas,
quimicas e imunolégicas da pele estejam envolvidas no processo (CAFARCHIA et al., 2005a).

Leveduras do género Malassezia apresentam membrana celular densa, com mais de uma
camada. A sua reproducdo € assexuada e da origem a uma célula que pode ser redonda,
cilindrica ou ovoide (NOBRE et al., 2001). Grande parte das espécies de Malassezia (M.
dermatis, M. equi, M. furfur, M. globosa, M. japonica, M. nana, M. obtusa, M. restricta, M.
slooffiae, M. sympodialis) é dependente de lipidio para o crescimento com excecdo da M.
pachydermatis (CAFARCHIA et al., 2005b). Apesar de M. pachydermatis ndo depender dos
lipidios, essa espécie prefere ambientes ricos em acidos graxos para se multiplicar, o que pode
indicar o porqué dessa levedura ser a mais isolada da orelha de cdes (MASUDA et al., 2000).

Nascimento (2007) relatou que a presenca de O. cynotis esta intimamente relacionada a
guantidade da levedura Malassezia pachydermatis no conduto auditivo, sendo marcadamente
presente nos esfregacos de cerimen de orelhas infestadas pelo acaro. Esta espécie possui a
maior capacidade enzimatica do género, sendo capaz de excretar 15 enzimas diferentes. A
prevaléncia e a densidade da colonizacdo por Malassezia variam com a area do corpo em que
se encontram e a espécie infectada. As espécies dependentes de lipidios sdo frequentes em
cavalos, bovinos, gatos e, em menor propor¢do em cédes. A complexa associagdo entre as
especies de Malassezia e os hospedeiros pode ser explicada pela composicéo lipidica cutanea e
as relagdes de inibicdo com outros microrganismos como bactérias e outros fungos. Sabe-se
que M. globosa e M. restricta ndo possuem o gene responsavel pela producdo de acidos graxos,
sendo esses obtidos do hospedeiro (BOEKHOUT et al., 2010).
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2.5 Diagnostico da Otite Externa

O exame rotineiro de um cdo com doenca otoldgica inclui otoscopia, citologia, cultura
bacteriana, flngica e antibiograma. Considerando que o canal auditivo ndo ¢ um ambiente
estéril, os resultados obtidos no cultivo microbiologico devem ser interpretados em conjunto
com os sinais clinicos apresentados pelo animal e outras observacdes feitas durante o exame
clinico (MURPHY, 2001).

As caracteristicas clinicas do material coletado para exame fornecem informacoes
importantes sobre o estado clinico da orelha examinada. Uma orelha saudavel deve conter
pequenas quantidades de descarga ceruminosa levemente amarelada ou marrom claro.
Descargas purulentas e amareladas podem ser associadas a infeccdo bacteriana; ja as descargas
castanho-escuras em quantidade abundante podem ser vistas associadas a Malasseziose.
Exsudatos amarronzados, secos, semelhantes a borra de café ocorrem na infestagdo por O.
cynotis (MERCHANT, 2007).

A avaliacdo citologica e microbioldgica, além do exame microbioldgico e antibiograma,
é uma ferramenta valiosa na identificacdo do tipo de inflamagdo, bem como dos agentes
bacterianos e fungicos envolvidos na patologia (ROSYCHUCK e LUTTGEN, 2000;
RYCROFT e SABEN, 1977). Na citologia podem ser observados eritrdcitos, células
inflamatdrias, leveduras e microrganismos. O valor da citologia vai além da identificacdo de
microrganismos. Este exame é capaz de caracterizar a resposta inflamatoria, a severidade da
infeccdo e, quando realizada rotineiramente, permite ao clinico monitorar a resposta do paciente
ao tratamento. E recomendavel que se realize testes de cultura e sensibilidade, com a finalidade
de identificar e caracterizar as possiveis infecgdes secundarias e 0 melhor medicamento a ser
empregado (ROY, BEDARD e MOREAU, 2011; OLIVEIRA et al., 2006a; GOTTHELF,
2007).

A video-otoscopia ¢ uma ferramenta Gtil no diagnéstico e acompanhamento dos casos
de otite, permitindo a visualizacdo detalhada e completa do conduto auditivo, permitindo que
seja feita a inspecdo do epitélio, das secrecdes presentes e da integridade da bula timpanica.
Além disso, ela também auxilia nas lavagens otoldgicas, diminuindo o risco de ruptura
iatrogénica da bula timpéanica e as imagens captadas podem ser armazenadas e utilizadas para
acompanhar a evolucdo do caso (MANISCALCO et al., 2009).
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2.6 Tratamento da Otite Externa

O tratamento das otites consiste basicamente na eliminagéo do fator causador primaério,
assim como no controle e eliminacdo da reacdo inflamatoria e das infec¢des bacterianas e
fangicas secundarias. Para tal, os pavilhGes auriculares e os canais auditivos externos e/ou
médios devem ser submetidos a uma limpeza minuciosa e deve ser adotado o0 uso de medicagdes
topicas e sistémicas (ANDRADE, 2008; ROSYCHUCK e LUTTGEN, 2000; RYCROFT e
SABEN, 1977). No caso de doencas sistémicas € essencial que o tratamento ndo se restrinja
apenas as orelhas. Nos casos de otocariase, € importante que 0s outros cdes que convivam com
o0 animal afetado também sejam submetidos a terapia acaricida, uma vez que o O. cynotis €é
altamente contagioso (GOTTHELF, 2007).

2.6.1 Limpeza da orelha externa e media

Uma boa limpeza auricular deve remover por completo pélos, exsudato, tecido
degenerado e corpos estranhos, caso estes estejam presentes. A retirada de restos celulares,
secrecdes, acidos graxos livres, bactérias e leveduras, bem como das toxinas produzidas por
esses agentes infecciosos garantem que haja um completo contato da medicacdo com o tecido
e impede que este seja inativado pelos residuos presentes. O procedimento deve ser feito com
0 animal sedado ou anestesiado, em decubito lateral. Devem ser removidas crostas, cerimen e
pélos e depois, proceder a lavagem dos condutos auditivos com produtos ceruminoliticos e
emolientes, desinfetantes e secantes, que devem ser injetados e aspirados com auxilio de seringa
e sonda apropriada (ANDRADE, 2008; FORD e MAZZAFERRO, 2007; SCOTT, MILLER e
GRIFFIN, 1995).

As solucgdes para as limpezas ndo devem ser irritantes ou ototéxicas, porém, os agentes
ceruminoliticos podem causar certo grau de irritacdo e toxidade, devendo ser evitados em casos
em que o timpano encontre-se perfurado. Os ceruminoliticos topicos mais conhecidos sdo o
sulfossuccinato de célcio, peroxido de carbamida, esqualeno, polipeptideo trietanolamina elite
condensado e hexametil-tetracosano, propileno-glicol, glicerina e 6leo mineral. Juntamente aos
agentes ceruminoliticos podem ser colocados outros compostos, como o acido latico, salicilico
e benzoico que atuam na reducdo do pH, como queratoliticos e possuem discreto efeito
antibacteriano e antifangico. Além destes, alcool, clorbutanol e mirisato isopropil também
podem ser usados. Apds um periodo que pode variar de cinco a 15 minutos, pode-se adicionar
ao ceruminolitico agua ou solucgéo salina. Também podem ser utilizadas solugdes antissépticas,

como clorexidina, iodo-povidona e iodo-polidrioxidina. Todo o contetdo aplicado nas orelhas
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deve ser completamente removido, o que pode ser feito com uma sonda alimentar ou urinéria
acoplada a uma seringa ou uma bomba sugadora. Apos a retirada da solugéo pode-se utilizar
agentes dessecantes, como o acido bdrico, acido isopropilico, acido acético, acido salicilico,
acido benzéico, enxofre e dioxido de silicone. A limpeza ¢ finalizada com a aplicacdo do
medicamento que sera utilizado no tratamento (HARVEY e MACKEEVER, 2004;
ROSYCHUCK e LUTTGEN, 2000).

Os pacientes com otite média devem ter o conduto auditivo lavados preferencialmente
com solucdo fisioldgica ou agua morna estéreis, sempre direcionadas a bula timpanica para
evitar maiores danos aos ossiculos e & cdclea. Se apenas a utilizacdo da solucdo néo for capaz
de eliminar os exsudatos pode-se utilizar solu¢bes contendo propilenoglicol, &cido maélico,
acido benzoico e &cido salicilico, desde que ap0s seja realizada uma lavagem com solucao
fisiolégica (ANDRADE, 2008; HARVEY e MACKEEVER, 2004).

A limpeza da orelha externa deve ser realizada pelo proprietario durante o tratamento a fim
de manter o conduto livre de secre¢des que poderiam favorecer a perpetuacdo das infeccoes
secundarias e inativar os compostos terapéuticos utilizados. O produto que devera ser utilizado,
bem como o intervalo das sessfes sera determinado pelo veterinario, o qual decidira baseado
na gravidade do caso clinico e da rapidez com que o cerimem volta a se acumular na orelha
(ANDRADE, 2008).

2.6.2 Terapia topica

Existe uma boa quantidade de medicacgdes topicas que podem ser utilizadas no conduto
auditivo externo. A maioria delas ndo possui apenas um principio ativo, sendo compostas por
uma combinacdo variavel de antibidticos, antifungicos, parasiticidas e glicocorticoides. A
escolha da melhor droga baseia-se na causa priméaria da doenca, no tipo de infeccdo secundéaria
presente e na severidade dos sinais clinicos. A medida que o tratamento progride, este pode ser
modificado de acordo com a evolugdo do caso (HARVEY e MACKEEVER, 2004,
BENSIGNOR, 1999; SCOTT, MILLER e GRIFFIN, 1995).

Comumente o uso de glicocorticdides € desejavel, uma vez que estes sdo capazes de
abrandar o prurido, diminuir a exsudacao e a tumefacdo, promovendo uma reducéo significativa
da reacdo inflamatoria causada pela presenca do acaro. Se a reagédo inflamatdria for intensa,
pode-se iniciar o tratamento com glicocorticoides mais potentes como a betametasona, a
fluocinolona e a triancinolona, mas estes devem ser substituidos por agentes de poténcia

moderada assim que a reacdo inflamatoria ceder. Os glicocorticoides de poténcia moderada
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como a dexametasona e a triancinilona acetonada podem ser usados em seguida nestes casos.
E importante que o clinico esteja ciente que estes medicamentos podem ser absorvidos e causar
a elevacdo das enzimas hepaticas e supressdo da resposta adrenal ao hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH) (HARVEY e MACKEEVER, 2004).

E comum que mais de um agente seja isolado dos cdes com OE, assim sendo, a
medicacdo escolhida deve ser capaz de combater eficazmente todos os patdgenos presentes.
Comumente ocorre uma mudanca da microbiota auricular nos processos patologicos,
ocasionando o aparecimento de infec¢des bacterianas e fungicas que devem ser combatidas para
que a resolucdo do caso seja conseguida (ROY, BEDARD e MOREAU, 2011). No estudo
realizado para avaliar a susceptibilidade a agente antimicrobianos, Oliveira et al. (2005)
observaram que as espécies de Staphylococcus coagulase-positiva apresentaram bom
percentual de sensibilidade a cefoxitina, amoxicilina + acido clavulanico, imipenem,
netilmicina e cefotaxima. J& Staphylococcus coagulase-negativa se mostraram sensiveis a acao
das quinolonas, netilmicina e dos beta-lactamicos, com excegdo da penicilina, da ampicilina e
da oxacilina. Ciprofloxacina, tobramicina e imipenem foram os mais efetivos no combate a
Pseudomonas aeruginosa.

Também se verificou que em testes in vitro, a gentamicina e a enrofloxacina tem acédo
6tima tanto contra bactérias Gram-positivas, quanto contra bactérias Gram-negativas; ja 0s
produtos que possuem apenas sulfonamida apresentam pouca efetividade, mesmo quando
potencializados pela acdo do trimetropin. A Malassezia pachydermatis € um dos agentes mais
isolados nos casos de OE canina (TULESKI, 2007). Mesmo que a levedura ndo seja o fator
primario é importante que a terapia antimicotica seja adotada para que haja a remogdo da
infeccdo fangica. Para tal, podem ser utilizados preparados topicos que possuam um agente
antifangico. Clotrimazol, Miconazol, Nistatina e Anfotericina B sdo as drogas mais indicadas
(ANDRADE, 2008).

O tratamento das infeccBes parasitarias deve abranger as orelhas e o corpo. Além do
acaricida, a estratégia terapéutica deve incluir também medicamentos capazes de combater a
reacao inflamatdria e os outros agentes infecciosos que porventura sejam detectados (HARVEY
e MACKEEVER, 2004).

A aplicacdo uma vez ao dia de uma solucdo otoldgica com pimaricina, neomicina,
acetato de dexametasona e diazinon a 1% tem 100% de eficécia no controle da otocariase desde

0 primeiro dia de tratamento (SOUZA et al., 2006a). O uso de 1 ml de solucéo de tiabendazol
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no conduto auditivo também proporciona a eliminagdo completa da infestacdo, porém, isso s6
pode ser observado apo6s sete dias de utilizacdo da droga (SOUZA et al., 2006Db).

A selamectina pour-on apresenta boa acdo contra o O. cynotis, apresentando nos cées
uma taxa de 77,4% de sucesso na eliminacdo do parasita ap0s uma Unica aplicacdo e de 90%
apo6s uma segunda aplicacdo. Nos felinos, a eficdcia da droga chega a 100% na segunda dose
(SIX et al., 2000; SHANKS et al., 2000).

2.7 Mollicutes isolados em cédes

A classe Mollicutes, a qual pertencem diversos géneros, entre eles Mycoplasma,
Ureaplasma e Acholeplasma, é formada por microrganismos caracterizados por ndo possuirem
parede celular. Devido a pouca rigidez que apresentam, suas células sdo pleomérficas, podendo
apresentar-se como cocos de tamanho variavel ou sob uma forma filamentosa. Esta bactéria
provavelmente € 0 menor organismo capaz de crescimento autbnomo, despertando especial
interesse evolucionario por causa de sua estrutura celular simples e seu genoma de tamanho
reduzido (RAZIN, YOGEV e NAOT, 1998).

Os Mollicutes ja foram isolados em aves, humanos, mamiferos, répteis, insetos e plantas.
Muitas espécies sdo capazes de causar doenca em seus hospedeiros, sendo casos de artrite,
infertilidade e doencas respiratérias comumente atribuidas a Mycoplasma spp. Esses micro-
organismos sdo fastidiosos e necessitam de esterOis e colesterol para sua multiplicacdo
(CHALKER, 2005). Os representantes deste género geralmente possuem especificidade pelo
hospedeiro e até mesmo por tecido, refletindo a sua natureza parasitaria obrigatdria, porém
varias espécies podem ser isoladas em diferentes hospedeiros (RAZIN, YOGEV e NAOT,
1998).

Em cées, espécies de Mycoplasma tém sido isoladas na conjuntiva ocular, trato
respiratorio e trato genital, tanto em animais sem doenca clinica quanto nos que apresentam
alguma alteracdo patoldgica nesses locais. J& foram descritas 15 espécies nos caninos:
Acholeplasma laidlawii, Mycoplasma arginini, Mycoplasma bovigenitalium, Mycoplasma
canis, Mycoplasma cynos, Mycoplasma felis, Mycoplasma feliminutum, Mycoplasma gateae,
Mycoplasma haemocanis, Mycoplasma edwardii, Mycoplasma molare, Mycoplasma
maculosum, Mycoplasma opalescens, Mycoplasma spumans e Ureaplasma canigenitalium
(BARILE et al., 1970; JOHANSSON e PETTERSSON, 2002; CHALKER ¢ BROWNLIE,
2004). Além destas, ja foram isoladas de cdes duas espécies que nao foram totalmente
caracterizadas (CHALKER e BROWNLIE, 2004).
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Ainda ndo esta totalmente claro se estes micro-organismos estdo ou ndo relacionados
com o aparecimento das doencas, uma vez que outros agentes virais e bacterianos usualmente
estdo presentes também (RAZIN, YOGEV e NAOT, 1998). Apesar disso, é importante salientar
que estes micro-organismos tém sido apontados com frequéncia como causadores de
pneumonia em cédes (CHALKER et al., 2004; CHAVLA et al., 2007; MANNERING et al.,
2009; HONG e KIM, 2012), sendo sua presenca mais abundante em areas necroticas do pulmao
(CHVALA et al., 2007).

Rycroft, Tsounakou e Chalker (2007) pesquisaram a prevaléncia de M. cynos em cées
com sintomatologia para traqueobronquite infecciosa canina (“tosse dos canis”) em animais
introduzidos em um abrigo. Dos 42 animais introduzidos no periodo da pesquisa, 26 (62%)
apresentaram doenca respiratdria clinica nos primeiros 21 dias ap6s a admissdo, e,
surpreendentemente, 54% foram sorologicamente positivos para o agente pesquisado,
comprovando que este esta envolvido no desencadeamento e desenvolvimento desta doenga.

No estudo experimental conduzido por Holzmann, Laber e Walzl (1979), cadelas da
raca Beagle foram inoculadas diretamente no Gtero com Mycoplasma canis. Das dez cadelas
infectadas, oito tiveram seus tratos genito-urinarios colonizados ap6s a infeccdo e duas
desenvolveram piometra. Previamente a este estudo, Laber e Holzmann (1977) identificaram
casos de orquite e epididimite em cdes machos inoculados experimentalmente com M. canis.

M. canis foi isolado na urina de 4% das amostras coletadas por cistocentese de cées que
apresentavam algum sinal clinico compativel com doenca no trato urinario inferior (ULGEN et
al., 2006). Além de ser apontado como agente causador de doencas do trato genito-urinario de
cées, M. canis pode causar enfermidade em outras espécies. Ter Laak et al. (1993) isolaram
esse agente dos pulmdes de bezerros com pneumonia em propriedades onde os cées e rebanhos
bovinos viviam intimamente relacionados.

Apesar de acometer principalmente o trato respiratério e genito-urinario, é possivel que
as espécies de Mycoplasma causem enfermidade em outros sitios. Mycoplasma edwardii j& foi
detectado no tecido cerebral de um cédo diagnosticado com menigoencefalite supurativa. Devido
a complicacédo do caso e de seu carater subito, tanto o diagndstico quanto a deteccdo do agente
so foram possiveis com a realizacdo da necropsia (ILHA et al., 2010). Além de se apresentar
como causador de doencas na espéecie canina, ja se sabe que a infeccdo por Mycoplasma spp. €
capaz de atuar modulando a resposta imunologica do hospedeiro, aumentando a suscetibilidade
do mesmo a outras infecgoes (KAKLAMANIS e PAVLATOS, 1972; THACKER et al., 1999).
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Em cées, Ureaplasma foi pouco reportado. Membros desse género j& foram isolados no
trato genito-urindrio onde foram apontados como causadores de infertilidade em machos
(DOIG, RUHNKE e BOSU, 1981). As espécies de Ureaplasma tém maior importancia em
humanos e bovinos. Em vacas, Ureaplasma diversum é conhecida por causar distdrbios
reprodutivos como repeticdo de cio, vulvovaginite granular, infertilidade e abortos
(BUZINHANI, METIFFOGO e TIMENETSKY, 2007; SANTOS et al., 2013). Nos humanos,
Ureaplasma parvum e Ureaplasma urealyticum sdo as espécies mais comuns, sendo
responsaveis por transtornos como infertilidade, ureatrite, parto prematuro e pneumonia no
recém-nascido (CUNNINGHAM et al., 1996; VISCARDI et al., 2002; AVELAR et al., 2007).

2.8 Isolamento e identificacédo de Mollicutes

Mollicutes possuem capacidade de metabolismo limitado, possuindo o aparato minimo
para manter a vida independente. A maior parte das espécies de Mycoplasma ou possui a
habilidade de hidrolizar arginina ou fermentar glicose, gerando &cidos durante o processo.
Algumas espécies sdo incapazes de realizar os dois processos € um pequeno namero de realizar
ambos. As espécies de Ureaplasma sdo incapazes de realizar esses processos metabolicos,
porém, hidrolisam a ureia que é necessaria para o seu crescimento (MILES, 1992).

O crescimento pode ser realizado em meios comerciais complexos, contendo altas
quantidades de soro de origem animal, a 37°C e em microaerofilia (MILES, 1992), podendo
também crescer satisfatoriamente em condi¢Ges anaerdbias. A cultura ainda é o método mais
utilizado para deteccdo de Mollicutes em amostras caninas, porém médicos veterinarios
raramente requisitam a pesquisa de Mycoplasma ou Ureaplasma na clinica de pequenos animais
(CHALKER, 2005).

Um dos grandes obstaculos para realiza¢do do diagnéstico das infecgdes por Mollicutes
e para a realizacdo de pesquisas com estes agentes é a grande dificuldade representada pelo seu
cultivo in vitro. H4 um consenso que apenas uma parte minima dos micoplasmas existentes na
natureza foi cultivado com sucesso até hoje e, além disso, algumas espécies crescem pouco e
lentamente mesmo nos melhores meios de cultura comerciais disponiveis. As dificuldades
mencionadas podem ser explicadas por pesquisas genémicas que indicam a auséncia de genes
envolvidos em vias biossintéticas. Um bom exemplo disso sdo o M. genitalium e o M.
pneumoniae que ndo possuem genes responsaveis pela sintese de aminoacidos, dependendo
exclusivamente de fornecimento exdgeno (RAZIN, YOGEV e NAOT, 1998).
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Hoje em dia poucos laboratorios realizam rotineiramente o isolamento destes
microrganismos, o que pode ser explicado pelo alto custo dos meios de cultura necessarios,
além da necessidade de acompanhamento constante do crescimento das coldnias nas placas de
Petri onde s0 sdo visualizadas no microscépio estereoscopico. Em algumas espécies do género
Mycoplasma, as colbnias mais antigas podem ser vistas a olho nu por um profissional
experiente. O aspecto morfoldgico das coldnias é bastante variavel, mesmo quando se considera
apenas uma especie e ainda que apresentem o formato caracteristico —“ovo frito” —, 0
diagnostico deve ser confirmado através de coloracdo especifica que confirma a presenca de
Mollicutes. E possivel que se tenha uma ideia mais acurada sobre o microrganismo isolado
através de provas bioquimicas, porém estas aumentam o custo monetario e 0 tempo necessario
para a identificacdo da espécie. Tradicionalmente, a identificacdo mais acurada pode ser feita
através de provas soroldgicas realizadas com antissoro especifico para cada espécie
(CHALKER, 2005).

No Brasil sédo poucos os estudos sobre os microrganismos da Classe Mollicutes,
especialmente em cdes. Mycoplasma spp. frequentemente sédo encontrados no conduto auditivo
de ovinos, caprinos e bovinos, estando envolvidos direta e indiretamente em surtos de otites
clinicas nesses animais. Nos caninos, a otite externa é uma doenca de grande importancia na
clinica médica, sendo assunto de inimeros estudos devido a sua complexa etiopatologia e por
constantemente exibir dificil resolucdo. Nao se sabe se agentes da classe Mollicutes fazem parte
da microbiota do conduto auditivo e se podem estar envolvidos nos casos da OE. Diante disso,
este estudo visa identificar se os molicutes colonizam as orelhas de cdes com e sem otite externa,
se estdo envolvidos no desenvolvimento das otites e se ha relagdo dos mesmos com outros

agentes colonizadores do conduto auditivo.

3 OBJETIVO
3.1 Geral

e Isolar microrganismos da classe Mollicutes no conduto auditivo de cdes e correlaciona-

los com presenca de otite externa.
3.2 Especifico

e ldentificar os principais géneros da classe Mollicutes presentes no conduto auditivo de

caes;
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Estudar o perfil microbiolégico de animais com e sem otite externa e verificar se ha

diferenca significativa entre os achados de cada grupo;

Identificar se ha associacdo entre Mollicutes e outros agentes isolados no conduto

auditivo.
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CAPITULOII

Isolamento de Mollicutes no canal auditivo externo de ces!
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ABSTRACT.- ALMEIDA M.S., SANTOS S.B., MOTA AR, SILVA L.T.R. SILVA L.B.G.
& MOTA R.A. 2013. [Mollicutes isolation of the external ear canal of dogs] Isolamento de
Mollicutes no canal auditivo externo de cdes. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00.
Laboratério de Bacterioses dos Animais Domésticos, Departamento de Medicina Veterinaria,
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av. Dom Manoel de Medeiros s/n, Recife, PE
52171-900, Brazil. E-mail: mainaalmeida@gmail.com

Microorganisms of Mollicutes class have been isolated of the ear canal of several domestic
species, being implicated in some cases of otitis externa (OE). Mollicutes have been isolated in
several organs in dogs, but these agents have never been surveyed in the external ear canal,
thus, this study aimed to investigate the presence of these agents in the external ear canal of
dogs. Sterile swabs were used to obtain samples of the right and left ear of 41 dogs, 11 with and
30 without OE. The prevalence of Mollicutes was 32% (27/82), with 14.8% (4/27) in diseased
dogs and 85.2% (23/27) in animals without otitis. Among the positive samples, 7.4% (2/27)
were also positive for Digitonin test, confirming Mycoplasma genus. It was the first time that

agents of Mollicutes class were isolated from the ear canal of dogs.
INDEX TERMS: Otitis externa, Mollicutes, Dog.

RESUMO.- Os micro-organismos da classe Mollicutes ja foram isolados no conduto auditivo
de diversas espécies domeésticas, sendo, inclusive, implicado em alguns casos de otite externa.
Os Mollicutes ja foram isolados em diversos sitios na espécie canina, porém esses agentes nunca
foram pesquisados no canal auricular externo, assim, esse estudo teve como objetivo investigar
a presenca de agentes dessa classe no conduto auditivo externo de cées. Para a realizacdo do
estudo, foram utilizados suabes estéreis para obtencdo de amostras da orelha direita e esquerda
de 41 cdes, sendo 11 com OE e 30 sem OE. A prevaléncia de Mollicutes foi de 32% (27/82),
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sendo 14,8% (4/27) em caes com OE e 85,2% (23/27) em animais sem otite. Entre as positivas,
0 género Mycoplasma foi confirmado em 7,4% (2/27) amostras através da prova da digitonina.

Foi a primeira vez que agentes da classe Mollicutes foram isolados do conduto auditivo de ces.
TERMOS DE INDEXAGCAO: Otite externa, Mollicutes, CAo.
INTRODUCAO

A classe Mollicutes é constituida por microrganismos pleomarficos que ndo possuem parede
celular e parasitam humanos, animais, insetos e plantas. Muitas espécies sdo capazes de causar
doenca clinica em seus hospedeiros, sendo os casos de artrite, infertilidade e doencas
respiratorias associadas as infeccBes por diferentes espécies de Mycoplasma (Chalker 2005).
Diversos agentes da classe Mollicutes foram isolados no conduto auditivo de ovinos, caprinos,
bovinos e suinos (DaMassa & Brooks 1991, De La Fe et al. 2005, De La Fe et al., 2011, Gosselin
et al. 2012, Maunsell et al. 2012). Em bovinos, Mycoplasma bovis foi associado a surtos de otite
média e externa em bezerros (Maeda et al. 2003, Gosselin et al. 2012).

Nos caninos, agentes dessa classe ja foram isolados nos pulmdes, trato genito-urinario
e até no tecido cerebral (Ulgen et al. 2006, Ilha et al. 2010, Hong & Kim, 2012 N&o se sabe se
agentes da classe Mollicutes também fazem parte da microbiota do conduto auditivo e se podem
estar envolvidos nos casos de OE em cdes. Considerando a caréncia de pesquisas nesta area,
objetivou-se neste estudo investigar se os Mollicutes colonizam a orelha de caninos saudaveis

e otopatas.
MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 82 amostras de 41 c&es de ambos os sexos, com idades variando entre um més
e nove anos de idade, de diversas racas, sendo 11 animais com otite externa bilateral e 30 sem
sinais clinicos de otite. Do total, 21 animais pertenciam a um canil da raca Rottweiler localizado
em Pau Amarelo, no municipio de Olinda — PE, quatro vieram de uma clinica veterinaria
particular, no bairro de Jardim S&o Paulo, Recife — PE e as demais (16) de pacientes atendidos
no Hospital Veterinario da UFRPE.

Inicialmente foi feita a anamnese e posteriormente o exame clinico com auxilio de
otoscopio. Os sinais clinicos observados em cada animal foram anotados em uma ficha clinica,
juntamente com os dados de identificacdo e histdrico. Para o isolamento de Mollicutes, as

amostras foram coletadas com suabes estéreis, 0s quais foram acondicionados em tubos falcon
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identificados contendo PBS estéril (pH 7,2); estes foram armazenados para transporte em caixa
isotérmica contendo gelo reciclavel.

Para isolamento de Mollicutes, os suabes otologicos foram semeados em meio Hayflick
modificado, onde foram realizadas diluicdes seriadas de 107 até 107, sendo esta Gltima semeada
em caldo e placa. Os caldos e placas foram incubados a 37°C em estufa de CO> e as placas
foram observadas a cada 48h em microscopio estereoscopio (40X) para deteccdo de coldnias
suspeitas, sendo mantidas por no minimo 30 dias antes do descarte. As amostras foram
repicadas em 2 ml de caldo, para sua manutencéo e confirmacdo do diagndstico em placa. Nas
amostras onde houve crescimento em placa, a presenca de Mollicutes foi confirmada através da
coloragéo de Dienes e a confirmacéo do género pela prova da digitonina (Razin & tully 1983).

Para a andlise estatistica, foi utilizado o teste do Qui-quadrado com um valor de P

(probabilidade) < ou = a 0,05 para estudar a associacéo entre 0s casos positivos no isolamento

de Mollicutes e a otite externa.

RESULTADOS

Os 41 cées foram examinados quanto a presenca ou auséncia de sinais clinicos de OE. Desse
total, 11 animais apresentaram sinais clinicos compativeis com otite externa. O prurido nas
orelhas foi o sinal clinico predominante, estando presente em todos 0s animais que possuiam a
doenca. Também foram observados odor desagradavel, eritema, secrecdo escurecida e/ou
purulenta e dor a palpacéo.

A frequéncia de isolamento de Mollicutes foi de 32% (27/82), sendo destas 14,8% (4/27)
em cdes com OE e 85,2% (23/27) em animais sem otite clinica. Dentre as positivas, 7,4% (2/27)
foram positivas também na prova de digitonina, confirmando o isolamento de Mycoplasma
(Quadro 1).

Quadro 1. Resultados positivos para Dienes e Digitonina em cédes com e sem OE na

regido metropolitana do Recife, 2013

Mollicutes Otite presente Otite Ausente
FA (FR) FA (FR) Total
Dienes 04 (14,8) 23 (85,2) 27
Digitonina 02 (7,4) - 02

Total 06 23 29
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Em relacdo aos casos de otite, a presenca de Mollicutes ndo influenciou

significativamente a sua ocorréncia nos cées (quadro 2).

Quadro 2. Associacgéo entre Mollicutes e OE em cées na regido metropolitana do Recife,

2013
Mollicutes Otite presente Otite Ausente
FA  (FR) FA  (FR) Total
Presente 4 (14,8) 23 (85,2 27
Ausente 2 (100) - 2
Total 6 23 29
¥ =2,94,P>0,05
DISCUSSAO

Os Mollicutes ja foram isolados em aves, humanos, mamiferos, répteis, insetos e plantas. Muitas
espécies sdo capazes de causar doenca em seus hospedeiros, sendo casos de artrite, infertilidade
e doencas respiratorias comumente atribuidas as espécies de Mycoplasma. Esses
microrganismos sdo fastidiosos e necessitam de esterdis e colesterol para sua multiplicacéo
(Miles 1992, Chalker 2005). Os representantes deste género geralmente possuem especificidade
pelo hospedeiro e até mesmo por tecido, refletindo a sua natureza parasitaria obrigatdria, porém
varias espécies podem ser isoladas em diferentes hospedeiros (Razin et al. 1998).

Em cées, Mollicutes tém sido isoladas na conjuntiva ocular, trato respiratorio e trato
genital, tanto em animais sem doenca clinica quanto nos que apresentam alguma alteracédo
patoldgica nesses locais. J& foram descritas 15 espécies nos caninos: Acholeplasma laidlawii,
Mycoplasma arginini, Mycoplasma bovigenitalium, Mycoplasma canis, Mycoplasma cynos,
Mycoplasma felis, Mycoplasma feliminutum, Mycoplasma gateae, Mycoplasma haemocanis,
Mycoplasma edwardii, Mycoplasma molare, Mycoplasma maculosum, Mycoplasma
opalescens, Mycoplasma spumans e Ureaplasma canigenitalium. Além destas, ja foram
isoladas de cées duas espécies que ndo foram totalmente caracterizadas ainda (Barile et al. 1970,
Johansson & Pettersson 2002, Chalker & Brownlie 2004, Chavla et al. 2007, Rycroft et al.
2007, Mannering et al. 2009, Ilha et al. 2010, Hong & Kim 2012).

Este € o primeiro relato da ocorréncia de microrganismos da classe Mollicutes no
conduto auditivo de cdes. Em outras espécies animais, especialmente bovinos, Mycoplasma
bovis foi associado a surtos de otite média externa em bezerros. E importante ressaltar que nos

mesmos animais acometidos por otopatia, M. bovis também foi isolado da cavidade nasal,
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pulmdes, linfonodos associados aos pulmdes, coragdo e até cérebro, causando doenga grave e
morte nesses animais (Maeda et al. 2003).

N&o é incomum que micoplasmas sejam associadas com otites em bezerros. O quadro
clinico geralmente ndo é grave, mas a infec¢do pode ser estender até a orelha média e interna,
causando sinais neurologicos e, em alguns casos, morte dos animais (Duarte & Hamdan 2004,
Foster et al. 2009). Algumas espécies de Mycoplasma foram isoladas também do conduto
auditivo de caprinos, ovinos e suinos sem otite (DaMassa & Brooks 1991). Santos et al. (2012)
isolaram espécies potencialmente patogénicas de Mycoplasma do conduto auditivo em bovinos.

Neste estudo, 27 amostras foram positivas para a classe Mollicutes e dentre estas, duas
foram positivas para o género Mycoplasma. Infelizmente, a extrema dificuldade em obter
crescimento satisfatério em placa encontrada durante a realizacdo deste experimento,
impossibilitou que o género fosse confirmado nas demais 25 amostras. De fato, todas as
amostras demoraram, pelo menos, trés semanas para que fosse observado algum crescimento.
Na maioria das amostras, o crescimento foi infimo, com pouquissimas coldnias por placa. Em
apenas cinco amostras 0 numero de coldnias por placa foi satisfatério e além disso, estas foram
exatamente as placas em que o aparecimento das coldnias foi mais demorado, sendo visivel
apenas apds quase dois meses de incubacao.

Apesar de o cultivo ser uma técnica que demonstra 0 micro-organismo e, portanto,
garante a sua presenca e viabilidade no material coletado, a contaminagdo por agentes
oportunistas e o tempo decorrido entre a coleta e o processamento podem influenciar
negativamente na viabilidade da amostra. Assim sendo, o cultivo em meios artificiais pode ser
prejudicado e os resultados encontrados podem ser incertos (Cardoso et al. 2006). Neste estudo,
a dificuldade encontrada no isolamento da classe Mollicutes pode ter influéncia negativa nos
resultados encontrados, tornando dificil a devida associacdo entre esses micro-organismos e 0s
casos de OE. Alem disso, os obstaculos encontrados na confirmacdo do género Mycoplasma
em grande parte das amostras foi um empecilho na investigacdo da associacao entre esse género
e 0s casos de OE em cées.

Nos cdes ndo ha relato que associe algum agente da classe Mollicutes ou mesmo do
género Mycoplasma a casos de otites. Nos resultados encontrados ndo se observou associagdo
estatisticamente relevante entre Mollicutes e OE, sendo a positividade marcante nos animais
com orelhas saudaveis, o que levanta, basicamente, trés hipdteses: as mudangas no

microambiente causadas pela doenca inibem/destroem o agente, hd competicdo direta com os
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agentes envolvidos no processo fisiopatoldgico da otite, ou ainda, ambas as situacGes
contribuem para a auséncia de Mollicutes em animais com otite.

Dadas as situacdes acima, sdo necessarios estudos para definir se os Mollicutes possuem
algum papel relevante na complexa fisiopatologia das inflamacGes auriculares caninas e,
também, até onde sua presenca pode ser considerada inofensiva. Vale salientar ainda, que
consideradas as dificuldades de se cultivar satisfatoriamente esses agentes, hé possibilidade dos
outros microrganismos presentes nos casos de otite contaminarem as placas e caldos de
Hayflick e impedirem a deteccdo dos Mollicutes, levando a falso-negativos. E de se esperar
que, pelo menos in vitro, os agentes sensiveis como as espécies de Mycoplasma e Ureaplasma
sejam incapazes de competir com agentes mais complexos estruturalmente e que, a0 mesmo

tempo, possuem menos necessidades metabdlicas.
CONCLUSOES

Este é o primeiro relato do isolamento de Mollicutes no conduto auditivo dos cées. Esta
descoberta abre caminho para inimeros novos estudos, os quais podem esclarecer o papel que
estes agentes possuem na complexa microbiota que coloniza o canal auricular dos cées e sua

possivel participacdo em processos patoldgicos que acometem a orelha e outros sitios.
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Isolamento microbioldgico do canal auditivo de cdes saudaveis e com otite externa na
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ABSTRACT.- ALMEIDA M.S., SANTOS S.B., MOTA AR, SILVA L. T.R. SILVA L.B.G.
& MOTA R.A. 2013. [Microbiological isolation of the external ear canal of healthy dogs
and dogs with otitis externa in the metropolitan region of Recife, Pernambuco.] Isolamento
microbioldgico do canal auditivo de cdes saudaveis e com otite externa na regido metropolitana
do Recife, Pernambuco. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de
Bacterioses dos Animais Domésticos, Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade
Federal Rural de Pernambuco, Av. Dom Manoel de Medeiros s/n, Recife, PE 52171-900, Brazil.
E-mail: mainaalmeida@gmail.com

Otitis externa (OE) is the term used to describe inflammation of the external auditory canal, this
disease has many etiologies, occurs in several species and is particularly common in dogs. The
resident microbiota micro-organisms are commonly involved in the OE etiopathology, being
frequently appointed as perpetrators agents. The aim of this study was to investigate the
microbiological profile of dogs with healthy ears and otitis in the metropolitan region of Recife,
Pernambuco. With the aid of sterile swabs, samples of right and left ear of 41 dogs, 11 with and
30 without OE were collected. Bacterial and fungal isolation were performed, within cultured
samples, positivity was observed in 80% of animals had healthy ears, with the presence of more
than one micro-organism in 38 samples (63.3 %), whereas dogs with OE, the positivity was
95.3 % with polymicrobial infection in 77.3% samples. With regard to the genus, the
microbiological profile was identical between healthy and diseased dogs. The microorganisms

isolated were Staphylococcus sp., Micrococcus, Bacillus sp., Streptococcus sp. and Malassezia
sp.

INDEX TERMS: COtitis externa, Microbiological isolation, Dog.

RESUMO.- Otite externa (OE) é o termo utilizado para definir a inflamagdo do conduto

auditivo externo; esta doenga possui diversas etiologias, ocorre em varias especies e €
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particularmente frequente em cées. Os micro-organismos da microbiota residente comumente
estdo envolvidos na etiopatologia da OE, sendo apontados como agentes perpetuadores da
doenca. O objetivo deste estudo foi investigar o perfil microbiologico de cdes com orelhas
saudaveis e com otite na regido metropolitana do Recife. Com o auxilio de suabes estéreis foram
coletadas amostras da orelha direita e esquerda de 41 cées, sendo 11 com OE e 30 sem OE. Foi
realizado o isolamento bacteriano e flngico, das amostras cultivadas, observou-se positividade
em 80% dos animais que possuiam orelhas saudaveis, com presenca de mais de um micro-
organismo em 38 amostras (63,3%); ja os cdes com OE, a positividade foi 95,3%, com infec¢édo
polimicrobiana em 77,3% das amostras. No que se refere aos géneros, o perfil de isolamento
microbioldgico foi idéntico entre os cdes otopatas e sadios. Os micro-organismos isolados

foram Staphylococcus sp., Micrococcus, Bacillus sp., Streptococcus sp. e Malassezia sp.
TERMOS DE INDEXACAO: Otite externa, Isolamento microbiolégico, Céo.
INTRODUCAO

A otite externa (OE) é uma doenca de etiologia multifatorial, acomete diversas espécies e €
caracterizada pela inflamacdo do epitélio que reveste o conduto auditivo. A OE canina é uma
das doencas mais frequentes e problematicas da clinica médica (Rycroft & Saben 1977, Gaag
1986, Nobre et al. 2001, Kumar et al. 2002, Nascente et al. 2010).

As infeccBes bacterianas e fungicas, especialmente por espécies de Malassezia séo
apontadas como perpetuadores da OE em cdes. Esses agentes comumente fazem parte da
microbiota residente do canal auditivo, tornando-se patdgenos oportunistas quando héa
desequilibrio no micro-ambiente auricular (Merchant 2007). Os microrganismos mais isolados
em casos de OE canina sdo Staphylococcus spp. e Malassezia pachydermatis (Nobre et al. 2001,
Masuda et al. 2001, Oliveira et al. 20064, Oliveira et al. 2008; Sanchez et al. 2011, Scartezzini
etal. 2011, Bugden 2013).

Apesar de todos os dados ja disponiveis sobre a microbiota e inflamacdo do canal
auricular dos caes, ha ainda uma caréncia de estudos locais. Assim sendo, 0 objetivo deste
estudo foi delinear o perfil microbiolégico de cdes com orelhas saudaveis e otite na regido

metropolitana do Recife.
MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 82 amostras de 41 cdes de ambos 0s sexos, com idades variando entre

um més e nove anos de idade, de diversas ragas, sendo 11 animais com otite externa bilateral e
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30 sem sinais clinicos de otite. Do total, 21 animais pertenciam a um canil da raca Rottweiler
localizado em Pau Amarelo, no municipio de Olinda — PE, quatro vieram de uma clinica
veterinaria particular, no bairro de Jardim S&o Paulo, Recife — PE e as demais (16) de pacientes
atendidos no Hospital Veterinario da UFRPE.

Inicialmente foi feita a anamnese e posteriormente o exame clinico com auxilio de
otoscdpio. Os sinais clinicos observados em cada animal foram anotados em uma ficha clinica,
juntamente com os dados de identificacdo e histdrico. Para o isolamento de Mollicutes, as
amostras foram coletadas com suabes estéreis, 0s quais foram acondicionados em tubos falcon
identificados contendo PBS estéril (pH 7,2); estes foram armazenados para transporte em caixa
isotérmica contendo gelo reciclavel. Uma segunda coleta foi realizada utilizando suabes
encaminhados nas mesmas condigdes de transporte para isolamento bacteriano e leveduras do
género Malassezia.

Para o isolamento dos géneros bacterianos do conduto auditivo, as amostras de suabes
otoldgicos foram semeadas em &gar base enriquecido com 5% de sangue ovino desfibrinado
(&gar sangue) e incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C. As leituras foram realizadas apds 24,
48h e 72h e os géneros foram identificadas com base na morfologia das col6nias e caracteristicas
microscopicas observadas apds coloracdo pelo método de Gram (Tulesky 2007).

O isolamento de Malassezia foi realizado de acordo com o protocolo adaptado de
Tulesky (2007). Para cada amostra foi realizado, respectivamente, o exame direto em Iamina de
vidro e semeadura em agar fungobidtico enriquecido com azeite a 2%. Para a realiza¢do do
exame direto, o material coletado pelo suabe foi delicadamente depositado com movimentos
rotacionais diretamente numa lamina de vidro. Depois da fixacdo em chama, o material foi
corado pela técnica de Gram e observado ao microscopio. Posteriormente, 0 mesmo suabe foi
utilizado para a semeadura em placa. Ap6s a inoculacdo, as placas foram incubadas em
temperatura ambiente. Foram realizadas observacfes a cada 48h para avaliar o crescimento,
sendo o material dado como negativo quando ndo houve aparecimento de col6nias ap6s 15 dias.
No caso das amostras positivas, as caracteristicas microscépicas foram avaliadas apds a
coloracdo de Gram.

Para a anélise estatistica, foi utilizado o teste do Qui-quadrado com um valor de P
(probabilidade) < ou = a 0,05 para estudar a associa¢ao entre 0s géneros bacterianos e flngicos
encontrados e a presenga de OE.
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RESULTADOS

Os 41 cées foram examinados quanto a presenca ou auséncia de sinais clinicos de OE. Desse
total, 11 animais apresentaram sinais clinicos compativeis com otite externa. Presente em todos
0s otopatas, o prurido foi o sinal clinico mais observado/reportado, seguido pelo excesso de
cerumen (90,9%), mau cheiro do conduto auditivo (81,8%) e eritema (81,8%). Sete dos onze
animais (63,3%) apresentaram sinais de dor durante a manipulacéo das orelhas. Em menor grau
também foram observados meneios de cabeca (45,45%), otohematomas (27,3%), exsudato
purulento (27,3%), exsudato enegrecido (18,2%), ulceracdo (9,1%), hiperqueratose (9,1%) e
estenose do canal auditivo (9,1%).

Oito dos onze animais com OE possuiam orelha do tipo pendular, um tinha orelha semi-
ereta e dois animais apresentavam orelhas eretas. Entre os caes sem doenca clinica, vinte e um
possuiam orelha do tipo pendular, seis orelhas semi-eretas caidas lateralmente e trés orelhas
eretas. Dezesseis fémeas e quatorze machos formaram o grupo de animais sem otopatia e oito
machos e 3 fémeas, 0 grupo de otopatas e nestes, a doenca era recidivante em 81,8% (9/11) dos
caes.

Das 82 amostras cultivadas, 22 pertencem aos animais com otite bilateral e 60 aos
animais sem otite. Das amostras cultivadas dos animais sem OE, 80% (48/60) foram positivas,
com presenca de mais de um micro-organismo em 63,3% (38/60) amostras. Os microrganismos
identificados foram Bacillus spp., Malassezia spp., Micrococcus spp., Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. Nos animais com OE, a positividade foi de 95,3% (21/22), com infeccao
polimicrobiana em 77,3% (17/22) das amostras. Os géneros isolados foram 0s mesmos
observados nos animais com OE. Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa
entre a presenca de otite externa e os microrganismos isolados no conduto auditivo dos caes.

Os dados relativos ao isolamento microbiolégico estdo agrupados no Quadro 1.
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Quadro 1. Microrganismos isolados do conduto auditivo de cées e associagdo com otite
externa na regido metropolitana do Recife, Pernambuco, 2013
Otite Externa

Presente Ausente

FA (FR) FA (FR) Total
Staphylococcus 16  (76,19) 34 (70,83) 50
spp.
Streptococcus spp. 01  (4,76) 02 4,2) 03
Micrococcus spp. 03 (14,28) 08 (16,6) 11
Bacillus spp. 01  (4,76) 01 (2,08) 02
Malassezia spp. 19 (90,76) 32 (66,17) 51
Total 40 77 117

v’==0,7409 p>0,05

Em relacdo ao exame direto e a cultura para Malassezia observou-se que nos animais
com OE, a positividade foi de 81,81% (18/22) no exame direto e 86,36% (19/22) na cultura. Ja
0S animais sem otopatia apresentaram 31,6% (19/60) positivos no exame direto e 53,3% (32/60)
na cultura.

DISCUSSAO

A otite externa é uma das principais causas que levam cédes ao consultério veterinario. Essa
doenca causa uma série de desconfortos para o animal, podendo evoluir e ter consequéncias
graves, como sintomatologia nervosa e a perda da audicao. Muitos casos de otite ndo respondem
bem ao tratamento primariamente instituido, sendo entdo, de suma importancia que o
diagndstico das causas primarias e das infeccGes que perpetuam a doenga sejam corretamente
identificados (Tulesky 2007). Em ambos os grupos foral isoladas bactérias gram positivas e
leveduras do género Malassezia, porém a presenca de Malassezia e Staphyloloccus foi mais
evidente nos animais com otopatia. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre a
presenca de OE e 0s micro-organismos isolados.

Espécies do género Staphylococccus sdo 0s agentes bacterianos mais isolados de cées
otopatas (Megid et al. 1990, Lilenbaum et al. 2000, Oliveira et al. 2006a, Oliveira et al. 2008,
Sanchez et al. 2011, Scartezzini et al. 2011). Embora os membros desse género sejam
frequentemente encontrados em diversas partes do corpo de cdes saudaveis, comumente estdo
envolvidos no desenvolvimento de inimeras infec¢des oportunistas, como abcessos cutaneos,
furdnculos, conjuntivite, pneumonia, mas principalmente piodermites e otites externas (Sasaki

et al. 2005, Morris et al. 2006). Apesar das bactérias Gram-positivas serem associadas as
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infeccOes piogénicas (Bier 1965), apenas trés animais apresentaram exsudato purulento no
exame clinico da orelha. Neste estudo isolaram-se apenas bactérias Gram-positivas, porém, em
alguns estudos, ja foi observada predominancia de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
em menor numero, especialmente Proteus e Pseudomonas (Rycroft & Saben 1977, Budgen
2013).

Leveduras do género Malassezia foram encontradas tanto no exame direto e cultura de
orelhas saudaveis como de orelhas com otite, porém sua presenca foi consideravelmente maior
nos animais otopatas. Nestes Ultimos, a positividade para o agente foi 2,5 vezes maior no exame
direto e 1,6 vezes na cultura. No trabalho conduzido por Nascimento (2007) foi feita a anélise
quantitativa da presenca de M. pachydermatis, demonstrando que este agente se encontra em
maior quantidade nas orelhas com otite, o que foi igualmente observado neste estudo. Essa
informacdo confirma o papel oportunista da Malassezia, apontado-a como importante fator
perpetuador da doenca.

Em humanos, sabe-se que as espécies de Malassezia mais isoladas sdo dependentes de
lipidios para seu crescimento (Mayser et al. 1998, Juntachai et al. 2009) e que estas espécies ja
foram isoladas de cdes com OE (Crespo et al. 2000). Além disso, existem evidéncias que a M.
pachydermatis, principal espécie isolada do conduto auditivo de cédes, possua a mesma
exigéncia (Masuda et al. 2000). Além de apresentarem um papel importante nos niveis de
crescimento dessa levedura, os lipidios presentes no cerimen ainda atuam em sua aderéncia as
células epiteliais do conduto auditivo, fator essencial para o desenvolvimento das infeccBes
auriculares por M. pachydermatis. Assim sendo, nota-se a grande afinidade entre este agente e
o conteudo lipidico do canal auricular, a qual se mostra essencial para a nutricdo, aderéncia e
consequente multiplicacdo exacerbada, favorecendo a perpetuacdo dos quadros de
Malasseziose nos cdes com OE (Masuda et al. 2001). Ademais, sabe-se que altos niveis de
acidos graxos no ceriimen sdo considerados fator de risco para o desenvolvimento da infecgédo
por M. pachydermatis nos casos de otite (Girdo et al. 2006).

Sabe-se que cées de racas com orelhas pendulares, hipertricose e excesso de umidade
possuem predisposicdo para desenvolverem otite externa (Scott et al. 1996, Gotthelf 2007).
Ainda que a maioria dos otopatas deste estudo apresente orelha do tipo pendular, é possivel
que, isoladamente, este fator ndo seja determinante para o aparecimento da doenca. Yoshida,
Naito e Fukata (2002) estudaram a retencéo de calor e a taxa de umidade no canal auditivo de
cdes otopatas e em cédes sem otite. Os autores observaram que 0s Pastores Alemées possuem

temperatura significantemente menor no canal que as ragas de orelhas pendulares, porém, a
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umidade é maior. Entre as racas saudaveis e otopatas nao houve diferenca significativa entre os
dois fatores e, além disso, apesar do tipo de orelha ter sido reportada como um importante
determinante das condi¢Ges microclimaticas auditivas, foi concluido pelos autores que a orelha
do tipo pendular ndo influenciou tanto quanto se esperava na retencédo de calor e umidade do
canal auditivo. Os sinais observados nos animais otopatas sdo compativeis com os relatados na
literatura (Harvey & Mckeever 2004, Oliveira et al. 2006a, Oliveira et al., 2006b, Oliveira et
al. 2008).

CONCLUSOES

Os resultados encontrados nesse estudo mostraram perfis de isolamento de géneros
microbianos entre cdes otopatas e os com orelhas saudaveis idénticos, porém observou-se a

presenca marcante de Malassezia e Staphyloloccus nos animais com otopatia.
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