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RESUMO

As otopatias em cdes (Canis lupus familiaris) sdo comuns em atendimentos dermatoldgicos,
caracterizadas por inflamacéo do epitélio do canal auditivo externo, aumento da producéo de
cerumen, prurido e dor. Em casos graves, 0s animais podem apresentar agitacao, nervosismo e
alteracdes no pavilhdo auricular como odor e descamacdo, frequentemente causados por
bactérias e leveduras, necessitando de diagndstico laboratorial. A resisténcia bacteriana em
amostras do conduto auditivo de cdes, incluindo o gene mecA, ja foi documentada pela
literatura, mas levantamentos de otite externa em cdes em abrigos sdo escassos. Neste sentido,
esta pesquisa teve como objetivo identificar, isolar e caracterizar a resisténcia bacteriana, além
de avaliar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial das folhas de Tetradenia riparia em
otite externa de cdes de um abrigo municipal no Parand, Brasil. Para este experimento foram
coletadas 100 amostras de swab do conduto auditivo externo de 50 fémeas e 50 machos com
quadro clinico diagnosticado para otite externa, ambos castrados. As amostras foram isoladas
e identificadas por testes macroscopicos, microscopicos e bioquimicos. Todas as amostras
apresentaram otite externa, com infeccdo bacteriana e/ou fangica. As amostras multirresistentes
foram submetidas a analise de concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM). Das 100 amostras, 90% apresentaram bactérias Gram-positivas, 10% Gram-
negativas e 51% das amostras apresentaram Malassezia pachydermatis em citologia. A maior
prevaléncia de enterobactérias foi para Obesumbacterium proteus (3%) e Kluyvera species
(2%), com uma amostra positiva para bactéria produtora de beta-lactamase de espectro
estendido (ESBL). No diagnéstico molecular, 48% dos isolados de Staphylococcus aureus e
53,12% dos Staphylococcus coagulase negativa apresentaram o gene de resisténcia mecA. O
maior indicie de resisténcia antimicrobiana para todos os isolados foram metronidazol (99%),
enrofloxacino (85%), tetraciclina (72%) e ceftriaxona (42%). O 6leo essencial das folhas de
Tetradenia riparia apresentou alta atividade antimicrobiana sendo observada em seis isolados
multirresistentes, incluindo Staphylococcus aureus (amostra 24) e Staphylococcus coagulase

negativa gene mecA positivo (amostras 69 e 98), com CIM variando de 0,156 a 0,312 mg/mL.



A CBM foi superior a 10 mg/mL, indicando ac&o bacteriostatica. Também foi observada acéo
contra Proteus obesumbacterium (amostra 43) e Staphylococcus aureus (amostra 44), com CIM
de 4,16 mg/mL a 8,33 mg/mL. Os resultados indicam que a maioria das otites externas nos cées
desta pesquisa esta relacionada a infec¢bes bacterianas e fungicas associadas, destacando a
importancia da citologia, cultura bacteriana e testes de sensibilidade antibacteriana para
diagnostico e tratamento adequados. A atividade antibacteriana do 6leo essencial de T. riparia
demonstrou alta atividade antimicrobiana contra 0s microrganismos multirresistentes, com acédo
bacteriostatica, sugerindo que o 6leo essencial de T. riparia pode ser uma alternativa terapéutica
promissora para o tratamento da otite externa em cdes, seja em formulagdes ou em associagdes
terapéuticas.

ODS: 3 — Saude e Bem Estar.
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ABSTRACT

Ear diseases in dogs (Canis lupus familiaris) are common in dermatological care, characterized
by inflammation of the external auditory canal epithelium, increased cerumen production,
pruritus and pain. In severe cases, animals may present agitation, nervousness and changes in
the ear canal such as odor and scaling, often caused by bacteria and yeasts, requiring laboratory
diagnosis. Bacterial resistance in samples from the auditory canal of dogs, including the mecA
gene, has already been documented in the literature, but surveys of otitis externa in dogs in
shelters are scarce. In this sense, this research aimed to identify, isolate and characterize
bacterial resistance, in addition to evaluating the antimicrobial activity of the essential oil of
Tetradenia riparia leaves in otitis externa of dogs from a municipal shelter in Parand, Brazil.
For this experiment, 100 swab samples were collected from the external auditory canal of 50
females and 50 males with clinical symptoms diagnosed with otitis externa, both castrated. The
samples were isolated and identified by macroscopic, microscopic and biochemical tests. All
samples presented otitis externa, with bacterial and/or fungal infection. Multiresistant samples
were subjected to minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC) analysis. Of the 100 samples, 90% presented Gram-positive bacteria,
10% Gram-negative and 51% of the samples presented Malassezia pachydermatis on cytology.
The highest prevalence of enterobacteria was for Obesumbacterium proteus (3%) and Kluyvera
species (2%), with one sample positive for extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-
producing bacteria. In the molecular diagnosis, 48% of Staphylococcus aureus isolates and
53.12% of coagulase-negative Staphylococcus presented the mecA resistance gene. The highest
antimicrobial resistance index for all isolates were metronidazole (99%), enrofloxacin (85%),
tetracycline (72%) and ceftriaxone (42%). The essential oil of T. riparia leaves showed high
antimicrobial activity, being observed in six multiresistant isolates, including Staphylococcus
aureus (sample 24) and coagulase-negative Staphylococcus with mecA gene positive (samples
69 and 98), with MIC ranging from 0.156 to 0.312 mg/mL. The MBC was greater than 10
mg/mL, indicating bacteriostatic action. Action was also observed against Proteus
obesumbacterium (sample 43) and Staphylococcus aureus (sample 44), with MICs ranging



from 4.16 mg/mL to 8.33 mg/mL. The results indicate that most cases of external otitis in dogs
in this study are related to associated bacterial and fungal infections, highlighting the
importance of cytology, bacterial culture and antibacterial sensitivity testing for proper
diagnosis and treatment. The antibacterial activity of T. riparia essential oil demonstrated high
antimicrobial activity against multidrug-resistant microorganisms, with bacteriostatic action,
suggesting that T. riparia essential oil may be a promising therapeutic alternative for the
treatment of external otitis in dogs, either in formulations or in therapeutic combinations.
SDG: 3 — Good Health and Well-Being.

Keywords: Canines. Malassezia pachydermatis. Microbiome. Enterobacteriaceae. Myrrh.
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DIAGNOSTICO E TERAPEUTICA NA OTITE EXTERNA EM CAES
(Canis lupus familiaris)

RESUMO

A otite externa em cées € uma inflamacé&o da orelha externa, que pode ser causada por diversos
fatores, sendo classificados em predisponentes, primarios e secundarios. A microbiota saudavel
da orelha é formada por um equilibrio entre bactérias e fungos, seu desequilibrio pode resultar
em infeccBes graves do conduto auditivo. A morfologia da orelha canina, especialmente em
caes com orelhas pendulares a suscetibilidade a otite externa pode aumentar. O diagndstico
adequado desta otopatia é realizado com base em uma anamnese detalhada, que inclui o
levantamento de sinais clinicos, historico médico do animal, tratamentos prévios e exames
complementares. Este estudo teve como objetivo realizar uma revisdo sistematica sobre as
caracteristicas da otite externa em caes, abordando terapéuticas empregadas e a presenca de
bactérias multirresistentes isoladas dessas infec¢es. A metodologia adotada envolveu a analise
de publicacGes entre o periodo de 2012 a 2024, com a defini¢do de bases de dados, palavras-
chave para a busca de artigos, critérios de inclusdo e exclusdo para a selecdo dos estudos. A
constante atualizacdo dos profissionais médicos veterinarios € essencial para garantir uma
terapéutica correta e eficiente, contribuindo para a reducéo das resisténcias antimicrobianas e o
sucesso no tratamento. Além das abordagens convencionais, os 6leos essenciais tém ganhado
destague como uma alternativa terapéutica promissora no tratamento da otite externa canina
com suas propriedades antimicrobianas e antifungicas. Estudos indicam que essas substancias
podem complementar os tratamentos convencionais, proporcionando uma nova perspectiva
terapéutica para controlar as infecc@es e reduzir o uso excessivo de antibidticos. Conclui-se que
a otite externa em cées € uma condicdo multifatorial que pode ser desencadeada por diversos
fatores e o diagndstico correto em conjunto com uma abordagem terapéutica adequada sédo
fundamentais para o sucesso no tratamento e na prevengdo de complicacgdes, principalmente
por infec¢Bes envolvendo bactérias multirresistentes. A constante atualizagdo dos profissionais
médicos veterinarios e a pesquisa envolvendo terapias alternativas com o uso de 6leos

essenciais tém se mostrado promissora, contribuindo na reducédo da resisténcia antimicrobiana.

Palavras-chave: Caninos. Citologia. Microbiota. Inflamag&o.
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DIAGNOSTICO E TERAPEUTICA NA OTITE EXTERNA EM CAES
(Canis lupus familiaris)

1 Introdugéo

A otite externa é uma afeccdo dermatoldgica de relevancia na clinica médica de
pequenos animais, caracterizando-se pela inflamagéo da orelha externa, que envolve o
pavilhdo auricular até a porcao externa da membrana timpéanica (OLABODE et al., 2023).
A orelha do cdo (Canis lupus familiaris) € composta por trés partes distintas: a orelha
externa, a orelha média e a orelha interna. A orelha externa inclui o pavilhdo auricular e o
meato acustico externo, que se estende desde a abertura do canal auditivo vertical até a
membrana timpanica, 0 meato acustico externo é revestido por foliculos pilosos, glandulas
sebéceas e ceruminosas, responsaveis pela producédo de secrecdes para protecdo do conduto
auditivo (SOUSA JUNIOR & GOMES, 2024). A orelha pode ser definida como um 6rgao
vestibulococlear, uma vez que abrange estruturas associadas tanto ao equilibrio quanto a
audicdo (LOPEZ & FERNANDES, 2015). O sistema vestibular possibilita ao animal a
percepcdo da posicdo e do movimento em relagdo a gravidade, enquanto a cdclea é
responsavel por captar e converter os estimulos mecanicos gerados pelas ondas sonoras em
sinais elétricos (ALEMAN, 2022).

Estima-se que entre 20% e 75% dos animais atendidos na rotina de clinica médica de
pequenos animais apresentem doengas de pele, seja como queixa principal ou como
condicdo secundaria (GASPARETTO et al., 2013). A otite externa pode ocorrer de forma
unilateral ou bilateral, podendo ser caracterizado conforme a evolucgéo clinica em aguda ou
cronica (SANTOS & GUIMARAES, 2020).

A microbiota do conduto auditivo externo saudavel é predominantemente composta por
bactérias e fungos, como Staphylococcus spp. e Malassezia pachydermatis. No entanto,
quando ocorrem alteragdes no microambiente auricular, como variacbes na anatomia,
temperatura, umidade, pH e manipulacdo inadequada podem desequilibrar a microbiota
favorecendo a proliferacdo excessiva de microrganismos resultando em infec¢ées (SOUSA
JUNIOR & GOMES, 2024).

Este trabalho teve como objetivo realizar uma revisao de literatura sobre a otite externa
em cdes, visando aprofundar o entendimento acerca dessa condicdo, incluindo suas causas,

diagnostico e opcOes terapéuticas. Através dessa analise, busca-se fornecer uma visao
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abrangente e atualizada, contribuindo para o aprimoramento da abordagem clinica e do

manejo na pratica veterinaria.
2 Morfologia do pavilhdo auricular canino

Em cées o pavilhdo auricular apresenta uma morfologia em forma de funil, o que facilita
a captacdo sonora. Os masculos auriculares possibilitam a movimentacdo, permitindo sua
orientacdo para localizar e coletar sons provenientes de diferentes direcdes (LARSSON &
LUCAS, 2020). A anatomia do pavilhdo auricular é caracterizada por uma abertura distal que
se estreita progressivamente em dire¢do a base, formando um canal cénico. A estrutura e 0
tamanho do pavilhdo sdo definidos pela cartilagem, que, por sua vez, é revestida por uma
camada de epiderme, derme e pelos (SIEGERT et al., 2024). O pavilhdo auricular apresenta
variacdes em tamanho e morfologia entre as diferentes racas de cées, refletindo em adaptacdes
genéticas, traumas externos e/ou caracteristicas fenotipicas especificas da espécie (LARSSON
& LUCAS, 2020). Estas variaces morfoldgicas do pavilhdo podem ser ereta, semipendular ou
pendular (SILVA et al., 2021).

A pele que recobre o pavilhdo auricular esta aderida a cartilagem por meio do
subcutaneo, na qual se encontram as veias e artérias auriculares, irrigando toda a parte externa
(LARSSON & LUCAS, 2020).

2.1 Anatomia do conduto auditivo canino

A orelha dos cées é dividida em trés segmentos anatdmicos distintos: orelha externa,
orelha média e orelha interna. A orelha externa em cédes é composta por duas principais
estruturas: o pavilhdo auricular e em sequéncia, 0 meato acustico externo, conhecido como
canal auditivo externo. A orelha média localiza-se no 0sso temporal e abriga a cavidade do
timpano, os ossiculos auditivos em cdes (martelo, estribo e bigorna) e a tuba auditiva. Jaa orelha
interna é constituida pela cdclea, o vestibulo e os canais semicirculares, sendo responsavel pelos
processos de audicdo e equilibrio (LARSSON & LUCAS, 2020).

O vestibulo, os canais semicirculares e a coclea, contém células ciliadas sensoriais
imersas em camadas de fluido. Durante o movimento do cdo o liquido é deslocado nas
cavidades promovendo o movimento das células ciliadas, o que estimula as terminacfes
nervosas. Essas terminacgdes enviam informac6es ao cérebro sobre a posi¢do e 0s movimentos
da cabeca (SMITH & LAITMAN, 2021). Essas estruturas trabalham de forma integrada,

permitindo ao cdo ndo so identificar a origem e a direcdo de um som, mas também ajustar a
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orientacdo da cabeca com relacdo a gravidade e perceber variacbes na aceleracdo e no
movimento rotacional da cabe¢a (SMITH & LAITMAN, 2021).

2.2 Meato acustico externo ou conduto auditivo externo

O meato acustico externo é recoberto por epitélio escamoso e contém foliculos pilosos,
além de glandulas sebaceas e ceruminosas, protegendo o conduto externo. Em cdes, esse canal
é composto por duas por¢des: uma parte externa, de orientacdo vertical e uma parte interna, de
orientacdo horizontal, responsaveis pela conducdo das ondas sonoras até a membrana timpanica
(KLEIN, 2021). O canal é estreito, com comprimento que varia de 5 a 10 cm e didmetro entre
4 e 5mm (LOPEZ & FERNANDES, 2015).

3 Microbiota auricular

Fatores, como temperatura, umidade, pH e a quantidade de lipidios presentes,
desempenham na manutencdo do equilibrio do microambiente do canal auditivo externo.
Qualquer alteragdo nesses parametros pode afetar a microbiota local, criando condig¢fes

favoraveis para a colonizagdo bacteriana (NUTTALL, 2023).

A microbiota do canal auditivo é formada por uma variedade de bactérias e fungos. Em
orelhas saudaveis de cées, a microbiota bacteriana é altamente diversificada, com os principais
filos sendo Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes e Fusobacteria (LEONARD et al., 2023).
A microbiota fungica também apresenta sua diversidade, sendo dominada principalmente por
espécies de Malassezia, como M. globosa, M. restricta, S. pseudintermedius (LEONARD et al.,
2023).

No entanto, em orelhas com otite externa, observa-se uma reducdo na diversidade
fangica, com um aumento da presenca de M. pachydermatis (NUTTALL, 2023). Bactérias
como Turicibacter spp., Lactobacillus spp. e Atopostipes spp., Escherichia-Shigella spp.,
Enhydrobacter spp., Psychrobacter spp., Corynebacterium spp., Micrococcus spp.,
Micrococcacae genus spp., Prevotella spp., Bacteroides spp., Porphyromonas spp., séo
encontradas em condutos auditivos saudaveis, podendo variar por raca (LEONARD et al.,
2023).
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4 Causas da otite externa

A otite externa é uma dermatopatia multifatorial e pode ser classificada em fatores
predisponentes, primarios e secundarios. As causas predisponentes se referem a modificacdes
anatdmicas e fisiologicas do canal auditivo, como orelhas pendulares, excesso de pelos,
presenca de neoplasias, doencas congénitas ou dobras cutaneas, que podem favorecer o
desenvolvimento de infeccdes (SOUZA, 2022).

Os fatores primarios envolvem doencas dermatologicas que afetam o revestimento
epitelial do canal auditivo, como, reacGes alérgicas, parasitarias e doengas autoimunes. As
causas secundarias englobam, principalmente, o manejo inadequado do conduto auditivo,
traumas externos, além do crescimento descontrolado de leveduras e bactérias nas diversas
estruturas do ouvido (SANTOS & GUIMARAES, 2020; NUTTALL, 2023).

4.1 Fatores predisponentes

Fatores predisponentes para a otite externa em cdes sdo condi¢cfes ou caracteristicas que
aumentam a suscetibilidade do canal auditivo a infec¢cdes e inflamacGes recorrentes. Esses
fatores podem estar relacionados tanto a condi¢Bes ambientais quanto a caracteristicas
individuais do animal. Altera¢des anatémicas e fisioldgicas do canal auditivo, como excesso de
dobras cuténeas, orelhas pendulares, conduto auditivo estreito, excesso de pelos e doencas

congénitas podem levar ao desenvolvimento de otite externa (LIMA et al., 2022).

Condicbes como a presenca de tumores, corpos estranhos, hiperplasia das glandulas
sebéceas ou alteragdes estruturais como estenose do canal auditivo podem obstruir o fluxo
normal de ar e secrecdes, criando um ambiente ideal para a proliferacdo de patdgenos
(SANTOS & GUIMARAES, 2020).

Certas ragas de cées, como os com orelhas longas e pediculares como Cocker Spaniel,
Beagle e Basset Hound, tém maior risco de desenvolver otite externa devido a anatomia das
orelhas, que pode dificultar a ventilagdo e promover o acimulo de umidade e secre¢des no canal
auditivo (LEONARD et al., 2023).

Fatores isolados predisponentes podem ndo conseguir desenvolver um quadro de otite
externa por si s, porém elevam o risco do aparecimento desta otopatia, podendo vir a tona
quando associada com uma doenca primaria (Quadro 1) (LEONARD et al., 2023; NUTTALL,
2023).
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1. Quadro. Fatores predisponentes de otite externa em cées (Canis lupus familiaris).

Categoria Fatores predisponentes

o Estenose do conduto auditivo, orelhas pediculares e excesso de pelos
Anatomica .
no conduto auditivo.

B ] Hiperplasia de glandulas sebaceas ou aumento na densidade do
Producao de cerumen ] ) ]
cerimen (Cocker Spaniel Americano).

Otopatia obstrutiva Neoplasias, polipos, granulomas e/ou corpos estranhos.

Doencas congénitas Endocrinopatias e debilidade geral do sistema imunoldgico.

Fonte: LEONARD et al., 2023; NUTTALL, 2023.
4.2 Fatores primarios

Os fatores priméarios para a otite externa sdo agentes ou condi¢es que iniciam a
inflamacdo no ouvido, podendo afetar a pele saudavel ou suprimir o sistema imunol6gico do

animal criando um ambiente propicio para a infec¢do (SOUZA, 2022; BRITO et al., 2024).

Entre os fatores primarios estdo inclusas alergias por hipersensibilidade alimentar e/ou
agentes externos, presenca de parasitas, como acaros, infeccdes bacterianas e/ou fangicas
(Figura 1). As alteracBes podem ser desencadeadas por um fator priméario ou até condicoes
como a umidade excessiva no canal auditivo como um fator predisponente por alteracoes
anatdmicas que associados a um fator primario levando ao desenvolvimento da otite externa.
Um conjunto de alteracGes favorecem alteraces no pH da pele saudavel contribuindo para
resposta inflamatdria, comprometendo a defesa natural da barreira cutdnea permitindo a
proliferacdo de patdgenos (Quadro 2) (LEONARD et al., 2023; BRITO et al., 2024).

2. Quadro. Fatores primarios a otite externa em cées (Canis lupus familiaris).

Categoria Fatores primarios

Alerai Dermatite Atdpica, hipersensibilidade alimentar, reacOes alérgicas a
ergias _ e
agentes externos e dermatite alérgica a picada da pulga.

Parasitario Demodex species, Otodectes cynotis, Sarcoptes scabiei.

Imunossupressao latrogénico (glicocorticoides, quimioterapias e antibioticoterapias).

Endocrinopatias Hiperadrenocorticismo e hipotiroidismo.
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. o Pdlipos, Adenocarcinoma, Plasmocitomas, Hiperplasia das glandulas
Lesdes Neoplésicas .
ceruminosas.

Multiplos Fatores Estenose de conduto auditivo, Alteragdes da queratinizacéo

Fonte: HNILICA, 2011; LEONARD et al., 2023; NUTTALL, 2023.

1. Figura. Sarcoptes scabiei em céo (Canis lupus familiaris) com otite externa.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2022.

4.3 Fatores secundarios

Os fatores secundarios da otite externa sdo condi¢cdes ou agentes que agravam ou
contribuem para o desenvolvimento da otopatia. Esses fatores geralmente se manifestam em
orelhas ja comprometidas por condi¢c6es predisponentes, em combinacdo com fatores primarios
ou por si sO. Entre os fatores secundarios mais comuns estdo as associacdes com infeccbes
bacterianas e/ou fungicas, além de reacdes alérgicas que podem aparecer (Figura 2). Quando
identificados, esses fatores podem ser tratados ou controlados de forma eficaz (O’NEILL et al.,
2021; NUTTALL, 2023).

No entanto, quando a otite externa se torna cronica ou recorrente, pode ser um sinal de
que os fatores predisponentes, primarios e/ou secundarios nao foram diagnosticados de forma
correta (Quadro 3) (LEONARD et al., 2023).
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2. Figura. Otite externa em cdo (Canis lupus familiaris) associada a Staphyloccocus

aureus e Malassezia pachydermatis.

74 i b

vo Pessoal, 2023.

Fonte: Arqui

3. Quadro. Fatores secundarios a otite externa em cées (Canis lupus familiaris).

Categoria Fatores secundarios

Alteracgdes patoldgicas 3 ) .
) Doencas ndo controladas, como dermatite atopica.
progressivas

Staphylococcus spp., Staphylococcus aureus, Staphylococcus
Bacteriano pseudintermedius, Staphylococcus schleiferi e Pseudomonas spp.,

Proteus spp.

Fangico Malassezia spp. e Malassezia pachydermatis.
Otite Cronica.
latrogenia Medicamentos e erros em tratamentos.

Fonte: HNILICA, 2011; LEONARD et al., 2023; NUTTALL, 2023.
5 Diagnostico da otite externa

O diagnostico da otite externa em cdes comega com um profissional habilitado médico
veterinario através da anamnese detalhada, na qual o médico deve coletar dados importantes
com o responsavel pelo paciente, como o inicio e a evolucdo dos sinais clinicos, possiveis

diagndsticos anteriores, presenca de doencas genéticas, tratamentos anteriores e/ou atual e
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exames realizados anteriores. Esses dados séo essenciais para compreender o contexto do
problema, identificar fatores e direcionar a investigacdo para exames a serem solicitados,
diagndstico correto e tratamento ideal (SANTOS & GUIMARAES, 2020).

5.1 Avaliacéo clinica

O exame clinico deve comecar pela pele do corpo até a orelha, sendo esta pele a mesma
que recobre todo o conduto auditivo, portanto deve ser avaliada para diagnosticar possiveis
fatores que possam desencadear a otite externa. A orelha pode estar acometida de forma
unilateral ou bilateral, iniciar pela orelha que apresenta menor sensibilidade a dor durante o
exame pode facilitar a manipulagdo e conforto do paciente. Em alguns casos especificos o
desconforto por dor pode ser intenso, sendo necessaria a sedacdo do paciente para permitir a
continuidade do exame de forma eficaz e segura (VALLE et al., 2014; SILVA et al., 2021;
NUTTALL, 2023).

A avaliagdo clinica deve incluir a inspecdo completa do conduto auditivo externo, com
palpacéo, olfacdo e visual, sendo importante verificar a presenca de alteragdes, como corpos
estranhos, ectoparasitas, edema, papulas, Ulceras, crostas, odor anormal, aumento de volume ou
qualquer alteracéo que possa indicar a presenca de otite (Figura 3) (VALLE et al., 2014; SILVA
etal., 2021; NUTTALL, 2023).

3. Figura. Otite externa cronica em cdo (Canis lupus familiaris) com hiperpigmentagéo e

lignificacdo de pavilh&o auditivo.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2024.
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5.2 Avaliacao clinica complementar por otoscopia em otoscépio e otoscopia em video

A otoscopia é um exame complementar essencial para o diagnéstico de otite em cées,
pois permite uma avaliagdo detalhada do ouvido externo e da membrana timpanica, estruturas
que sdo frequentemente afetadas por esta otopatia. Durante o procedimento, 0 medico
veterinario pode identificar alteracbes que indicam a presenca de infeccdo ou inflamacéo no
conduto auditivo, como a mudanca na cor da parede do canal auditivo, quantidade e qualidade
do cerumen, secre¢des, presenca de corpos estranhos, massas tumorais, polipos e alteragdes na
integridade da membrana timpanica (SILVA et al., 2021; NUTTALL, 2023). Os exames devem
comecar pela orelha saudavel, evitando o estresse inicial no ouvido afetado. O material deve
ser limpo e/ou esterilizado para cada ouvido de forma individual, a fim de evitar a contaminacgéo
cruzada entre as orelhas e garantir a precisdo do diagnostico (BOTELHO & LUCAS, 2020;
NEBESMAK et al., 2024).

A otoscopia em caes pode ser desconfortavel, especialmente quando realizada em um
canal auditivo inflamado, devido a rigidez da canula do otoscopio (Figura 4). Para minimizar a
incomodo e o estresse do paciente durante o procedimento, pode-se recomendar anestesia a ser
julgado pelo médico veterinario, desta forma trazendo conforto durante o exame, garantindo
tempo suficiente para realizar a avaliagdo completa do conduto auditivo (SANTOS &
GUIMARAES, 2020; NEBESMAK et al., 2024).

A otoscopia por video pode ser uma alternativa para um diagndstico preciso e de
exceléncia para afeccdes do conduto auditivo, pois permite uma visualizacdo detalhada das
estruturas internas do ouvido em tempo real, facilitando a coleta e analise de secrecdes, presenca
de corpos estranhos, neoplasias e/ou alteracdes anatdmicas internas (Figura 5). A técnica
também melhora e auxilia na eficiéncia na limpeza do canal auditivo que deve ser realizada em
centro cirurgico. Além disso, possibilita o registro de imagens e videos, que podem ser usados
para orientar os tutores, documentar o caso e acompanhar a evolucdo do tratamento ao longo
do tempo (BOTELHO & LUCAS, 2020; NEBESMAK et al., 2024).
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5.3 Citologia de conduto auditivo

A citologia € um exame de diagnostico fundamental para os pacientes com sinais de otite
externa, permitindo a avaliagdo microbioldgica do canal auditivo externo. A coleta da secrecao
auricular ¢ realizada com uma haste flexivel estéril, que é inserida no conduto auditivo e
suavemente friccionada contra a parede para obter amostras celulares de forma individual. A
amostra é entdo transferida para uma lamina de microscopia e analisada ao microscopio apds
coloracdo com panotico rapido (SOUSA JUNIOR & GOMES, 2024).

A andlise da amostra citoldgica é feita sob aumento de 40x no microscépio, 0 que permite
identificar células inflamatorias que normalmente estdo ausentes em orelhas saudaveis. Com o
aumento de 100x, € possivel visualizar microrganismos, como bastonetes, cocos e leveduras,
que podem estar envolvidos na otite externa (SOUSA JUNIOR & GOMES, 2024).

5.4 Analise direta por parasitas

O exame direto do cerumen € indicado quando se suspeita de otite parasitaria, como em
casos de sarnas demodécica, sarcdptica e otodécica. Utiliza-se uma haste flexivel estéril para
coletar uma amostra do contetido do canal auditivo externo, que inserida no conduto auditivo e
suavemente friccionada contra a parede para obter a amostra, entdo € transferida para uma
lamina de microscopia a qual pode ser selada por uma laminula e analisada ao microscopio, o
parasito pode ser observado em objetiva de 10x e 40x (COMBARROS et al., 2019; GOUVEIA
etal., 2023).

5.5 Exame de imagem

O diagnostico preciso desta otopatia é fundamental para um tratamento adequado,
exames como radiologia convencional (RC), tomografia computadorizada (TC) e ressonancia
magnética (RM) sdo exames complementares excelentes para identificagdo de alteragGes no
conduto auditivo (BABICSAK, et al., 2012).

Com a RC, ¢ possivel avaliar estruturas rigidas e calcificadas, como calcificacbes das
cartilagens podendo sugerir otite cronica e também auxiliando na localizacdo de alteracOes
neoplésicas. A TC é eficaz para visualizar as estruturas 0sseas do ouvido, sendo util na
avaliacdo de otites, processos neoplésicos e/ou obstrutivos. A RM ¢é indicada para a analise de
tecidos moles como um ultrassom, oferecendo detalhes sobre estruturas neurais e vasculares.

No entanto, tanto a TC quanto a RM tém limitacdes devido ao alto custo e a disponibilidade
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local, o que pode influenciar na escolha do exame em diferentes contextos clinicos (GAROSI
etal., 2003; BABICSAK, et al., 2012). Em casos de estenose do conduto auditivo o diagnostico
por imagem pode ser uma alternativa essencial para o0 médico veterinario (ETTINGER et al.,
2024).

6 Cultura bacteriana e antibiograma

Culturas bacterianas e testes de suscetibilidade antimicrobiana possuem suas limitacfes
no tratamento da otite externa. Culturas bacterianas podem ser Uteis quando é necessaria uma
identificacdo precisa para orientar uma terapia especifica, especialmente em casos de infecgdes
raras e ndo responsivas ao tratamento (NUTTALL, 2023; ROSALES et al., 2024). A cultura
pode ser relevante quando organismos com morfologia incomum em citologia séo identificados
como cocobacilos, leveduras ou hifas, levantando suspeitas de patdgenos atipicos como
Candida spp. ou Aspergillus spp. presentes no conduto auditivo. A cultura também pode ser
um aliado visto que medicamentos topicos para tratamento de otite externa contem florfenicol,

antibacteriano néo eficaz para tratamento de Pseudomonas spp. (NUTTALL, 2023).

A maioria dos casos é causada de otite externa sdo por Malassezia spp., Staphylococcus
spp. ou Pseudomonas spp., que facilmente sdo identificaveis por citologia e isso ja permite a
escolha de um tratamento adequado, sem a necessidade de um teste de suscetibilidade
antimicrobiana, que sdo pouco preditivos para o tratamento tépico (NUTTALL, 2023;
ROSALES et al., 2024). Além disso, os testes de suscetibilidade utilizam concentracfes de
antimicrobianos em microgramas por mililitro (ug/ml), adequadas para tratamentos sistémicos,
mas nao para tratamentos topicos, que alcangcam concentracdes altas no conduto auditivo e
mesmo em infecgdes resistentes em niveis de microgramas podem ser sensiveis a concentragdes
topicas (Quadro 4). Um resultado sensivel nos testes de laboratério ndo garante sucesso, pois
ndo considera fatores como inflamacao, secrecdo, biofilme bacteriano, estenose do conduto
auditivo e outros fatores predisponentes, primarios e/ou secundarios (NUTTALL, 2023;
ROSALES et al., 2024).

Uma das maiores preocupacOes da atualidade e de satde publica em nivel global é o
crescente fendmeno das infec¢Bes causadas por bactérias multirresistentes, também conhecidas
como superbactérias. Esse problema ja resulta em cerca de 700.000 6bitos anuais em seres
humanos e segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que esse himero possa
chegar a 10 milhdes até o ano de 2050 (SILVA et al., 2020). Fatores como o uso indiscriminado

e inadequado de agentes antimicrobianos em animais de companhia estdo fortemente



32

337  associados ao aumento significativo de bactérias resistentes e multirresistentes aos antibioticos

338 utilizados na medicina veterinaria. Esse padrdo de uso, muitas vezes sem a devida seletividade,

339  contribui diretamente para o crescimento dessas infec¢des e dificultando tratamentos conforme

340 apontado por Nascimento et al. (2024).

341 4. Quadro. Microrganismos multirresistentes isolados de otite externa em cées (Canis
342 lupus familiaris) por cultura e antibiograma.
Antibioticos Perfil de resisténcia Estado e pais de

Microrganismo

testados

origem

Referéncia

Staphylococcus sp.

34: AMC, AMK, AMP,
AMS, AMX, AZM,
CEP, CFI, CHL, CIP,
CLI, CTR, DOX, ENR,
ERY, CFT, GEN, IPM,
LEV, LNZ, NEM, NEO,
NIF, NOR, OXA, PEN,
POL, RIF, STH, SXT,
SXZ, TET, TOB, VAN.
(9 Classes).

30: AMK, AMX, AMC,
AMP, AMS, AZM, CFL,
CEP, CFT, CTP, CIP, CLI,
CHL, DOX, ENR, ERY,
STF, GEN, LEV, MEM,
NEO, NOR, OXA, PEN,
POL, RIF, SXZ, TET,
TOB, VAN.
Multirresisténcia:

(7 Classes - 90%).

Parana, Brasil.

Sfaciotte et at. (2015)

Staphylococcus
epidermidis
Staphylococcus
pseudintermedius

Escherichia coli

6: CIP, ENR, GEN,
NEO, NOR, TOB.
(2 Classes).

5: GEN, CIP, NOR, TOB,
ENR. Resisténcia: (2
Classes — 80%)

4: CIP, NOR, TOB, ENR.
Resisténcia: (2 Classes —
80%)

3: NOR, ENR. Resisténcia
(1 Classe — 30%).

Paran4, Brasil.

Gheller et al. (2017)

Staphylococcus  sp.

Coagulase Positiva

Staphylococcus  sp.

Coagulase Negativa

11: AMC, AMK, AMP,
AZM, CEF, CFL, CIP,
ENR, GEN, NEO, TOP.
(4 Classes).

7: AMC, AZM, CEF,
CFL, ENR, GEN, NEO.
Multirresisténcia: (4
Classes — 70%)

11: AMC, AMK, AMP,
AZM, CEF, CFL, CIP,
ENR, GEN, NEO, TOB.
Multirresisténcia: (4
Classes — 100%).

Minas Gerais, Brasil.

Santos et al. (2019)
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Staphylococcus
pseudintermedius
(MRS)

1: OXA.
(1 Classe).

1: OXA.
Resistencia: (1 Classe —
100%).

Rio de Janeiro, Brasil.

Holmstrom et al. (2020)

Staphylococcus spp.

Pseudomonas spp.
Proteus mirabilis
Escherichia coli

10: AMC, CFL, CIP,
ENR, GEN, NEO,
NOR, POL, SXT, TOB.
(5 Classes).

10: AMC, CFL, CIP,

ENR, GEN, NEO, NOR,

POL, SXT, TOB.
Multirresisténcia: (5
Classes — 100%).

Minas Gerais, Brasil.

Ferraz et al. (2021)

Staphylococcus spp.

Proteus spp.

Pseudomonas spp.

15: AMC, AMK, AMP,
CFL, CIP, ENR, ERY,
NEO, CFT, GEN,
OXA, PEN, RIF, STH,
SXT. (6 Classes).

15: AMC, AMK, AMP,
CFL, CIP, ENR, ERY,
NEO, CFT, GEN,
OXA, POL, PEN, RIF,
STH, SXT. (7 Classes).

12: AMK, CFL, CIP,
ENR, ERY, NEO, CFT,
GEN, OXA, POL, RIF,
STH. (5 Classes).

15: AMC, AMK, AMP,
CFL, CIP, ENR, ERY,
NEO, CFT, GEN, OXA,
PEN, RIF, STH, SXT.
Multirresisténcia: (6
Classes — 100%).

15: AMC, AMK, AMP,
CFL, CIP, ENR, NEO,
CFT, GEN, OXA, POL,
PEN, RIF, STH, SXT.
Multirresisténcia (7
Classes — 90%).

12: AMK, CFL, CIP,
ENR, ERY, NEO, CFT,
GEN, OXA, POL, RIF,
STH.

Multirresisténcia (4
Classes — 90%).

Rio Grande do Sul, Brasil.

Martins et al. (2022)

343
344
345
346
347
348
349
350 (RIF);
351

352

Linezolida (LNZ);

Meropenem (MEM);

Legenda: Amicacina (AMK); Amoxicilina/Acido Clavulanico (AMC); Ampicilina(AMP);
Ampicilina/Sulbactam (AMS); Azitromicina (AZM); Aztreonam (ATM); Cefalexina (CFL);
Cefalotina (CEP); Cefoxitina (CFT); Ceftiofur (CEF); Ceftriaxone (CTR); Ciprofloxacina
(CIP); Clindamicina (CLI); Cloranfenicol (CHL); Doxiciclina (DOX); Enrofloxacina
(ENR); Eritromicina (ERY); Estreptomicina (STH); Gentamicina (GEN); Imipenem (IPM);
Levofloxacina (LEV);
Norfloxacina (NOR); Oxacilina (OXA); Penicilina (PEN); Polimixina B (POL); Rifampicina
Sulfisoxazole (SX2);

Neomicina (NEO);

Sulfametoxazole/Trimetiprima(SXT); Tetraciclina (TET);

Tobromicina (TOB); Vancomicina (VAN); MRS: Staphylococcus Resistente a Meticilina.
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7 Terapéutica atual

A identificacdo do agente causador da otite externa é fundamental para um tratamento
eficaz. No entanto, de maneira geral, o foco terapéutico costuma ser direcionado aos
microrganismos. Independentemente de sua origem, a limpeza do conduto auditivo deve ser
considerada como complemento ao tratamento, pois facilita a acdo de outros principios ativos
instilados (NUTTALL, 2023). A higienizacdo do conduto auditivo com ceruminoliticos topicos
é essencial no tratamento da otite externa, pois esses produtos emulsificam a cera e os exsudatos
acumulados no canal auditivo, facilitando a remogéo de sujidades presentes no conduto,
proporcionado maior conforto para o animal, permitindo uma melhor visualiza¢do do conduto,
reduzindo fontes de infeccdo e melhorando a eficacia dos medicamentos topicos instilados
(SANTOS & GUIMARAES, 2020). A selecéo do agente de limpeza para o conduto auditivo é

importante para melhores resultados evitando comprometer o tratamento (NUTTALL, 2023).

Medicamentos utilizados no tratamento da otite externa geralmente combinam
glicocorticoides, analgésicos e antibioticos e/ou antifungicos. Os glicocorticoides sdo indicados
devido a sua capacidade de reduzir a inflamacéo no conduto auditivo, além de reduzir o prurido
e associado ao analgésico topico para alivio da dor (DYCE et al., 2010; WIDMER et al., 2018).

A escolha do antimicrobiano pode ser baseada em cultura bacteriana e micoldgica para
identificacdo do microrganismo e testes de sensibilidade aos antimicrobianos (Quadro 5)
(FONTOURA et al., 2014). Segundo pesquisas, a abordagem terapéutica de cdes com otite
externa de origem bacteriana e/ou fungica segue sendo um dos maiores desafios da atualidade
na medicina veterinaria, uma vez que 0S microrganismos possuem mecanismos acelerados de
desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos, principalmente a tratamentos prolongados
(Quadro 6) (OLIVEIRA etal., 2012; DEGI et al., 2013; NUTTALL, 2023). Em casos cronicos
ou quando o tratamento clinico ndo é eficaz, a intervencdo cirargica pode ser indicada
(SANTOS & GUIMARAES, 2020; NEBESMAK et al., 2024).
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5. Quadro. Principais antibacterianos utilizados para tratamento de otite externa em caes
(Canis lupus familiaris).
Antibacterianos Classe Terapéutica
Amicacina

Aminoglicosideos - 32 Geragao.

Enrofloxacina Fluoroquinolonas - 3% Gerac&o.

Florfenicol Fenicois.

Gentamicina (Sulfato

de) Aminoglicosideos - 12 Geragao.
e

Marbofloxacina Fluoroquinolonas - 3% Gerag&o.

Neomicina (Sulfato de) | Aminoglicosideos - 12 Geragéo.

Orbifloxacino Fluoroquinolonas - 3% Gerac&o.

Polimixina B (Sulfato

Polipeptidicos - 12 Geracéao.
de)

Sulfadiazina de Prata Sulfonamidas.

Tobramicina Aminoglicosideos - 22 Geracao.

Fonte: NUTTALL, 2023; ARAUJO et al., 2023.

6. Quadro. Principais antiflngicos utilizados para tratamento de otite externa em caes
(Canis lupus familiaris).

Antifangicos Classe terapéutica
Cetoconazol Imidazéis - 12 Geracéo.
Clotrimazol Imidazis - 12 Geragéo.
Miconazol Imidazois - 12 Geracgéo.
Nistatina Polienos.
Pasoconazol Imidazoéis - 42 Geragao.
Terbinafina Alilaminas.

Fonte: NUTTALL, 2023; GOMES et al., 2024.
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Os mecanismos de resisténcia bacteriana intrinseca sdo caracteristicas especificas de
cada bacteéria, que as tornam capazes de resistir a agdo de um determinado antibidtico. Por outro
lado, a resisténcia adquirida estd associada a processos bioquimicos e moleculares que
envolvem a presenca de novos genes, 0s quais podem surgir por meio de mutacdes genéticas
ou induzidas (HAUDIQUET et al., 2022; ARAUJO et a., 2023). O desconhecimento dos perfis
de resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos contribui para a utilizagdo inadequada,
indiscriminada ou ineficaz dos antibioticos, o que também pode incluir o uso empirico de
medicamentos de Ultima geracdo. Isso reforca a importancia de se conhecer melhor a resisténcia
bacteriana, para evitar tratamentos inadequados e o0 surgimento de novas resisténcias
(HAUDIQUET et al., 2022; ARAUJO et a., 2023).

8 Alternativas terapéuticas

A resisténcia antimicrobiana € uma ameaca global que afeta tanto seres humanos quanto
animais, representando um risco a salde publica, especialmente devido a possivel transferéncia
genética de resisténcia entre populacdes de bactérias. Tendo em vista a convivéncia proxima
entre seres humanos e animais de estimacao esta transferéncia genética se torna cada vez mais
proxima da realidade (CHAN et al., 2020; VERCELLI et al., 2021). Na medicina veterinria, o
uso de antimicrobianos é amplamente utilizado, particularmente para doencas de pele como a
otite externa canina (CHAN et al., 2020). Diante desse cenario e o0 crescente interesse por
terapias alternativas os produtos derivados de plantas tém se intensificado, o que atualmente
representam entre 25% e até 50% dos medicamentos farmacéuticos, surgindo como uma op¢éo
promissora nos tratamentos (PEANO et al., 2020). A utilizacdo de plantas medicinais oferece
uma abordagem inovadora e eficaz, contribuindo para o0 manejo de infec¢des e outras doencas,
ao mesmo tempo em que pode ajudar a reduzir os impactos da resisténcia antimicrobiana na
medicina veterinaria e humana (GUPTA & BIRDI, 2017).

As propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais de plantas medicinais derivam de
uma diversidade de metabdlitos secundarios. Esses compostos desempenham um importante
papel na defesa contra acdes externas como bactérias, fungos, protozoarios e virus pelos quais
de alguma forma podem destruir ou agir de forma negativa sobre a planta. Entre os principais
metabolitos secundarios estdo terpenos, alcaloides e compostos fendlicos (CHANDRA et al.,
2017; GORLENKO et al., 2020). Nos ultimos anos, ocorreu um aumento significativo no uso
de produtos derivados de plantas, especialmente no tratamento de condi¢des dermatoldgicas.

No campo da medicina veterinaria, estudos recentes tém investigado o potencial do uso de leos
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420  essenciais como alternativa no tratamento da otite externa em cdes (CHANDRA et al., 2017,
421  GORLENKO et al., 2020). No entanto, embora muitos desses estudos sejam realizados in vitro,
422 ainda sdo escassos 0S experimentos in vivo que validam a eficacia desses produtos no
423  tratamento desta otopatia (Quadro 7) (SIM et al., 2019; SONG et al., 2020).
424 7. Quadro. Pesquisas com uso de Oleo essencial para tratamento de doencas
425 dermatoldgicas em cées (Canis lupus familiaris) no periodo de 2012-2024.

Planta Derivado da planta Pesquisa Autor

Melaleuca alternifolia Cheel.

Oleo Essencial.

Efeito acaricida do O6leo essencial de
Melaleuca alternifolia sobre Otodectes

cynotis em Otite Externa.

Neves et al. (2012)

Azadirachta indica A. Juss.

Oleo Essencial.

Eficacia do nim (Azadirachta indica) no

tratamento da otite externa por

Malassezia sp. em cées.

Malcher et al.
(2012)

Melaleuca alternifolia Cheel.

Oleo Essencial.

Uso invitro e invivo do 6leo essencial de
Melaleuca (Melaleuca alternifolia) em

otites bacterianas e por leveduras.

Neves et al.
(2018)

Thymus vulgaris L.

Origanum vulgare L.

Oleo Essencial.

Atividade antimicrobiana do o0leo de

tomilho, O6leo de orégano, timol e
carvacrol contra isolados microbianos
sensiveis e resistentes de cdes com otite

externa.

Sim et al. (2019)

Leptospermum scoparium

Oleo Essencial.

Atividade antibacteriana in vitro do 6leo
essencial de manuka de Leptospermum
scoparium combinado com Tris-EDTA
bacterianos Gram-

contra isolados

negativos de cées com otite externa.

Song et al. (2020)

Cinnamomum verum J. Presl

Oleo Essencial.

Atividade Antimicrobiana de Oleos

Essenciais contra Cepas
de Staphylococcus e Malassezia Isoladas

de Dermatite Canina.

Ebani et al. (2020)
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Concentracdo inibitdria minima de 6leos

Oleo Essencial. ) X _
isolados de cédes com otite externa

Cinnamomum cassia essenciais contra Staphylococcus aureus | Costa et al. (2021)

Eficacia in vitro do 6leo de lavanda, gel | Mourdo et

Lavandula angustifolia otolégico e gentamicina na erradicagdo | (2024)

Oleo Essencial. e )
do biofilme produzido por Pseudomonas

aeruginosa em Otite Externa.

al.

426

427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438

439

440
441
442
443
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Os Oleos essenciais apresentam um grande potencial terapéutico ja evidenciado pela
literatura, especialmente no tratamento de otite externa e outras doengas dermatolégicas em
cdes, devido as suas propriedades antimicrobianas, incluindo acdo antifungica (NEVES et al.,
2018; VERCELL et al., 2021; GOMES et al., 2024). No entanto, devido a diversidade e a
complexidade dos compostos dos diferentes Oleos essenciais, é fundamental expandir as
pesquisas para implementacdo nos tratamentos atuais (NEVES et al., 2018; VERCELL et al.,
2021; MOURAO et al., 2024). Esses estudos sdo necessarios para entender os mecanismos de
acao dessas substancias e avaliar sua eficacia e seguranca no tratamento de infec¢Ges otoldgicas
(MOURAO et al., 2024). O avanco dessas investigacdes pode fornecer bases cientificas mais
solidas para o uso de 6leos essenciais como alternativas terapéuticas viaveis na medicina
veterinaria, contribuindo para o controle da resisténcia antimicrobiana e oferecendo novas

opcdes para 0 manejo de doencas como a otite externa em caes.
9 Concluséo

A otite externa em cdes € uma condicdo multifatorial que exige diagnéstico preciso e
tratamento direcionado ao agente causador. A identificacdo é fundamental para evitar
complicagdes e recidivas, tornando o manejo terapéutico eficaz. No entanto, desafios como
resisténcia aos antimicrobianos e a complexidade dos fatores predisponentes exigem
abordagens individualizadas e continua atualizacdo dos profissionais médicos veterinarios no
tratamento da otite externa. Nesse contexto, 0s 6leos essenciais emergem como uma alternativa
promissora, oferecendo propriedades antimicrobianas e antifungicas que podem complementar
ou até substituir tratamentos convencionais. Assim, a integracdo de terapias baseadas em 06leos
essenciais pode representar uma abordagem inovadora no manejo da otite externa em cées,

oferecendo novas perspectivas no tratamento desta otopatia.
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2 Objetivo

Identificar, isolar e caracterizar a resisténcia bacteriana, além de avaliar a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Tetradenia riparia em otite externa de cées de um abrigo

municipal no estado do Parana, Brasil.
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ABSTRACT

Background: Otitis externa in dogs is one of the most common diseases in veterinary
dermatological care, characterized by inflammation of the epithelium of the external
auditory canal, increased production of cerumen, itching, and pain. Bacteria and yeast are
often the causative agents. Laboratory diagnosis is essential for accurate identification of
the infection. Bacterial multidrug resistance, including the mecA gene, has been
described, but few studies have focused on dogs. The aim of this study was to identify,
isolate, characterize, and diagnose bacterial resistance in otitis externa of dogs (Canis
lupus familiaris) in a municipal shelter in the northwest region of the state of Parana,
Brazil.

Materials, Methods & Results: One hundred swab samples were collected from the
external auditory canal of 50 dogs (50 females and 50 males, both neutered). The samples
were isolated and identified through macroscopic, microscopic, and biochemical tests.
The samples were subjected to the disk diffusion test to evaluate antibacterial resistance
and molecular identification of Staphylococcus aureus and detection of the mecA gene.
Of the 100 samples, 90% (90 samples) showed Gram-positive bacteria, and 10% (10
samples) showed Gram-negative bacilli. Furthermore, 51% of the samples presented
Malassezia pachydermatis on cytology. For enterobacteria, the highest prevalence was
for Obesumbacterium proteus (3%) and Kluyvera species (2%). In molecular diagnosis,
48% of Staphylococcus aureus isolates were positive for the mecA gene. The highest
resistance rate was for Metronidazole (99%), Enrofloxacin (85%), Tetracycline (72%),
and Ceftriaxone (42%).

Discussion: The results of this study indicate that otitis externa in dogs is frequently
associated with bacterial and fungal infections, particularly Staphylococcus aureus and

Malassezia pachydermatis. The high antimicrobial resistance observed, especially
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resistance to Metronidazole (99%), Enrofloxacin (85%), and Tetracycline (72%), and the
presence of the mecA gene in Staphylococcus aureus and coagulase-negative
Staphylococcus spp., are worrying and indicate an increase in resistance in shelter
environments. These findings highlight the importance of accurate diagnosis and the
rational use of antibiotics to prevent the development of chronic and antibiotic-resistant
infections. The study underscores the importance of rigorous monitoring and more
effective treatment protocols to manage antimicrobial resistance in shelter dogs.

Keywords: Bacteria, One Health, otopathy, veterinary dermatology.

INTRODUCTION

The external auditory canal is lined by epithelial cells, compatible with the skin's
epidermal tissue, with the presence of hair follicles, sebaceous glands, ceruminous glands,
and is constituted by the skin microbiota [7]. Otitis externa may present with an abnormal
increase in cerumen production, obstruction of the physiological airflow of the external
auditory canal, changes in microbiota and/or iatrogenic irritations related to the animal's
owner using ear hygiene products as cotton tips inserted into the auditory canal that lead
to inflammation [21,26,33].

Factors capable of triggering an inflammatory response in the skin barrier include
atopic dermatitis, hypersensitivity to food proteins, immunosuppressive diseases and high
humidity in the ear canal due to changes that impede the physiological function of
cleaning the ear canal, predispose individuals to the occurrence of otitis externa
[7,19,29,30].

Antibiotic resistance is considered a global public health problem [6]. In recent

years, microorganisms resistant to beta-lactam antibacterials such as amoxicillin,
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cephalexin and ceftriaxone have been increasing considerably as they are one of the first-
choice drugs in dermatological treatments [5,34,36].

Clarification and understanding of predisposing factors, prevention, and therapeutic
conduct are important for better adherence to care by pet owners, aiming to improve the
well-being of affected dogs. For this reason, the objective of this work was to identify,
isolate, characterize, and diagnose bacterial resistance in otitis externa in dogs (Canis
lupus familiaris) from a municipal shelter in a city in the northwest region of the state of

Parana, Brazil.

MATERIAL AND METHODS

Animals

One hundred swabs were collected from the auditory canal of dogs (Canis lupus
familiaris), all neutered, 50 males and 50 females, diagnosed with otitis externa. These
dogs came from a municipal shelter affiliated with the government of a city in the
northwest region of the state of Parand, Brazil. These dogs were rescued by the
environmental police, city hall, and/or the population and sent to the municipal shelter,
where they remain until adoption.
Diagnosis of Otitis Externa

The diagnosis of otitis externa was made through individual clinical analysis of the
animals, which included the presence of erythema, pruritus, skin lignification, odor, and
scaling of the auditory canal, without distinction of breed or age. Otoscopy and otologic
cytology were used for a conclusive diagnosis. Microscope slides were evaluated for the
detection of microorganisms and desquamation of the external auditory canal wall of dogs
[10]. Cytology samples were collected using a sterile swab! [ABSORVE®)], transferring

the material by smear to an individual microscope slide for each sample, to obtain a thin
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layer of ear secretion for analysis. The staining used was Romanowsky® (Panético®),
according to the manufacturer's instructions. The slides were viewed under a microscope
with 40x and 100x objective lenses for the diagnosis of Malassezia pachydermatis.
Bacterial Isolation

To perform bacterial isolations, samples were collected with a sterile transport
swab® [ABSORVE®] and immediately sent to the Preventive Veterinary Medicine
Laboratory of the Universidade Paranaense (UNIPAR). The samples were introduced
individually into tubes containing 3 mL of Brain Heart Infusion (BHI) medium and
incubated at 37°C for 24 hours. After this period, the cultures obtained were streaked onto
plates containing Blood Agar and incubated at 37°C for 24 hours to isolate Gram-positive
and Gram-negative bacteria. Colonies on each plate were isolated and picked in BHI
medium, incubated at 37°C for 24 hours, and stored in BHI with 10% glycerol at -20°C.
Bacterial Identification

Each isolate was subjected to analysis of macroscopic and microscopic
characteristics, Gram staining, and specific biochemical tests to define the bacterial
genus. The identification of bacteria belonging to the Enterobacteriaceae family was
performed using a set of biochemical tests from the “Kit for Enterobacteriaceae™
[NewProv®, Parana, Brazil].
Antimicrobial Susceptibility Testing

Antibacterial tests were performed using agar disc diffusion methodology,
according to the criteria established by the Veterinary Microbiology Laboratory
Standards [12]. Isolated colonies were plated on BHI medium for overnight growth. The
bacterial inoculum was standardized according to the 0.5 McFarland scale, and the

bacterial suspension was inoculated onto plates containing Mueller-Hinton agar using a
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swab. The antibacterial-impregnated discs were placed on the plates and incubated at
37°C for 24 hours.

The antibiotics tested were those most commonly used in clinical practice at the
municipal shelter: amoxicillin + clavulanic acid (30 pg), cephalothin (30 pg), ceftriaxone
(30 pg), cefotaxime (30 pg), cefoxitin (30 pg), ceftiofur (30 pg), chloramphenicol (30
ug), doxycycline (30 pg), enrofloxacin (5 pg), gentamicin (10 ug), metronidazole (4 pg),
meropenem (10 pg), and tetracycline (30 pg).

The double-disc synergy test was performed by placing the discs containing
cefotaxime (30 png), ceftazidime (30 pg), ceftriaxone (30 pg), and aztreonam (30 ug) 20
mm away from a disc containing amoxicillin + clavulanate (30 ug). Any increase or
distortion in the zone of inhibition of one of the antimicrobials towards the amoxicillin +
clavulanic acid disk was considered suggestive of Extended Spectrum Beta-Lactamase
(ESBL) production [1].

Molecular Identification of Staphylococcus aureus

For identification of Staphylococcus aureus samples, DNA from CoPS samples was
extracted using the Purelink™ Genomic DNA Kit® [Invitrogen™], according to the
manufacturer's instructions. Polymerase chain reaction (PCR) was performed using
primers Sa442-1 (5'-AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATATTC TTC ACG-3’; positions
5-34) and Sa442-2 (5'-CGT AAT GAG ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA-3%;
positions 83-112) [20]. Samples were visualized by electrophoresis on a 2% agarose gel
stained [GelRed®]* and detected as a single 241 bp band.
mecA Gene Detection

The DNA of all isolates positive for Staphylococcus aureus and coagulase-negative
Staphylococcus spp. was subjected to mecA gene screening. Deoxyribonucleic acid

(DNA) was extracted for PCR using primers mecAl
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(AAAATCGATGGTAAAGGTTGG) and mecA2 (AGTTCTGCAGTACCGGATTTG)
at 5 uM [24]. Coagulase-negative Staphylococcus aureus and Staphylococcus spp.
samples were visualized by electrophoresis on a 2% agarose gel stained [GelRed®]* and
detected as a single 533-bp band.

RESULTS

In the auditory canal cytology, 51 (51.00%) samples presented Malassezia
pachydermatis, 22 (22.00%) in males and 29 (29.00%) in females, with external auditory
canal desquamation in all samples analyzed.

It was possible to isolate 100 bacteria, with individual isolation for 50 (50.00%)
male dogs and 50 (50.00%) female dogs. In 90 samples (90.00%), Gram-positive bacteria
were isolated, and in ten (10.00%), Gram-negative bacilli.

For Gram-positive samples, eight (8.00%) were catalase negative, being one
castrated male and seven castrated females, and 50 (50.00%) samples were coagulase-
positive cocci, being 22 castrated males and 28 castrated females, and 32 (32.00%) for
coagulase-negative cocci, being 21 castrated males and 11 castrated females.

The highest resistance index identified for all isolates was for Metronidazole
(99%), Enrofloxacin (85%), Tetracycline (72%), and Ceftriaxone (42%) (Table 2).

In the molecular diagnosis, of the 50 coagulase-positive Staphylococcus isolates,
24 (48.00%) were identified as Staphylococcus aureus, and among these samples, two
(4.00%) were positive for the mecA resistance gene (Table 3).

Of the coagulase-negative Staphylococcus spp. samples subjected to PCR, 17
(53.12%) were identified as containing the mecA resistance gene (Table 4).

Among the 100 samples isolated from dogs, ten (10.00%) were positive for
enterobacteria, and the highest prevalence was for Obesumbacterium proteus (03 -

3.00%) and Kluyvera species (02 - 2.00%).
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Related to bacterial resistance of enterobacteria, two (0.2%) samples showed
higher resistance rates for Proteus mirabilis (92%) antibacterials (12/13) tested, being
sensitive only to Amoxicillin + Clavulanate, and Obesumbacterium proteus was also
resistant to (92%) of the antibacterials (12/13) tested, being sensitive only to Cefoxitin
(Table 5). The presence of antibacterial resistance to Meropenem stood out in four (40%)
isolates of enterobacteria, namely Escherichia coli, Proteus mirabilis, Obesumbacterium
proteus, and Serratia marcescens (Table 5).

Of the ten samples isolated for enterobacteria, one (0.1%) was positive for ESBL,
showing distortion in the inhibition zone for Ceftriaxone towards Amoxicillin +

Clavulanate.

DISCUSSION

In this research, biological samples were collected homogeneously from male
(50%) and female (50%) dogs, both neutered, and 100.00% of the animals were diagnosed
with otitis externa. Different authors report a higher rate of otitis externa in female dogs
than in males; however, no consensus defines the existence of possible risk factors
regarding sexual predisposition, age, or physiological changes for the presence of
otopathies [11,19,38,40]. Another situation that must be considered is the anatomical
differentiation of the auditory canal of dogs, which varies widely between breeds,
suggesting that breed should be considered as an important predisposing factor for the
presentation of otitis externa [7]. Although little is reported about predisposing breeds,
studies indicate that breeds such as Pug, Labrador Retriever, Golden Retriever, Fox
Terrier, Belgian Shepherd, Lhasa Apso, Shih-tzu, and Rottweiler are susceptible to ear

canal infections due to their auricular anatomy or excessive hair growth in the region [9].
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The cytological examination made it possible to accurately identify the presence
of microorganisms, confirming the results of the cytological examination, an important
tool for the diagnosis of otitis externa in dogs [37]. In this research, auditory canal
cytology identified 51 (51.00%) samples presenting Malassezia pachydermatis, 22
(22.00%) in males, and 29 (29.00%) in females. This result is similar to a study carried
out in 2023, which analyzed 100 dog samples and identified Malassezia pachydermatis
in 48.00% of these samples [39].

Malassezia pachydermatis is a fungus naturally found on healthy skin, and its
uncontrolled growth can occur due to some alteration in the skin barrier, altering the skin
microbiota, favoring its growth and the appearance of infections [4]. Samples analyzed
from a Pet Shop in the city of Pimenta Bueno and Cacoal in Rondénia identified
Malassezia pachydermatis disseminated throughout the pet shop environment and on
animal objects, such as side tables, combs, and general utensils, allowing for possible
cross-contamination, with the possibility of zoonotic potential being reported in the
literature [17, 22,39]. In this research, the animals were housed in shared environments
with constant movement of staff, which may favor cross-contamination in the municipal
shelter where the study dogs were housed.

Regarding the gender of the animals in this research, the difference occurred in
the greater detection of fungi in samples from the external auditory canal of female dogs
associated with a coccus or an enterobacterium, and with greater identification of
antibacterial resistance. According to a recent study, this situation can be explained by
changes in the animals' environments that can generate stress, changes in temperature,
pH, humidity levels, imbalance in the skin microbiota, and the sharing of environments
and materials by the animals may have played an important role in the dissemination and

increase of these microorganisms [39].
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Studies conducted by different researchers showed greater detection of Gram-
positive bacteria in samples from the ear canal of dogs with otitis externa compared to
Gram-negative bacteria [3]. Skin characterization studies in dogs demonstrate a greater
predominance of Gram-positive bacteria, presenting different species of Staphylococcus
spp., mainly Staphylococcus aureus, both in healthy skin and in skin with some
dermatological disorder [25]. Other authors have shown that otitis can be associated with
the presence of Staphylococcus spp., Staphylococcus aureus, Malassezia pachydermatis
and Escherichia coli classified according to its location in the auditory canal as external,
middle, and internal [4,13,35,41]. In this work, Gram-positive bacteria were isolated from
90 samples (90.00%) and Gram-negative bacteria from ten (10.00%).

Related to the clinical signs of this work, the most frequent were erythema,
localized seborrhea, unpleasant body odor, and skin lichenification, which were also
identified in dogs through physical evaluation [8]. These clinical signs are possibly due
to the proliferation of bacteria and may begin with mild itching and progress to head
shaking, ear discharge, and odor.

Researchers obtained the highest number of isolations for the genus
Staphylococcus from samples from the ear canal of dogs with otitis, both external, middle,
and internal. In Minas Gerais, Brazil, 52.18% of the samples were identified as
Staphylococcus sp. [38]. In Rio Grande do Norte, Brazil, 40.6% were isolated as
Staphylococcus sp. [23]. The presence of Staphylococcus in this research was detected in
90.00% of the isolated samples, being compatible with those found in the literature.

In the state of S&o Paulo, Brazil, ear infections caused by the genus
Staphylococcus spp. were described in isolation and/or associated with other
microorganisms in 43.3% of cases [27]. Of the samples isolated and identified in this

research as Staphylococcus, these were associated (51%) or not with another
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microorganism, such as Malassezia pachydermatis, which was also identified in
cytological microscope slides in this research.

The mecA gene is frequently found in strains of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), being an important marker in microbiology for the
identification of MRSA, and the presence of this gene confers resistance to beta-lactam
antibiotics, such as methicillin and penicillin, complicating the treatment of infections
[2]. Samples of coagulase-negative Staphylococcus spp. that were positive for the mecA
17 gene (5.44%) were identified. Similar results were found in 122 samples of bacterial
isolates of Staphylococcus spp. from external otitis in dogs: 14 were positive for the mecA
gene, eight for coagulase-positive Staphylococcus spp., and six for coagulase-negative
[11]. These findings imply a possible health risk due to the difficulty in treatment,
significantly impacting healthcare costs, since infections resistant to multiple drugs often
require prolonged and complex treatments.

In this study, the number of Staphylococcus aureus samples positive for the mecA
gene presented similar results for several authors. Five Staphylococcus aureus isolates
were positive for the mecA gene in studies of dog otitis samples among the total of 76
collections performed and identified through PCR [31]. Other similar results were also
found in 33 samples isolated from Staphylococcus aureus of external otitis in dogs, four
of which were positive for the mecA gene [28]. Recent studies indicate an increase in
infections among companion animals by methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA), which may have implications for public health, as these animals can become
reservoirs for MRSA and potentially transmit it to humans [15]. According to the report
of the Global Antimicrobial Resistance and Use Surveillance System (GLASS), alarming

rates stand out in more than 120 countries studied, including Brazil, where 35% of
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Staphylococcus aureus were positive for the methicillin-resistant mecA gene, making
medical treatments difficult [43].

Related to enterobacteria, a study conducted in dogs reported the presence of
Obesumbacterium proteus in samples collected from the vaginal and preputial mucosa of
castrated dogs, presenting multiresistance to more than five antimicrobials tested,
including amoxicillin + clavulanate, cephalothin, metronidazole, enrofloxacin, and others
[32]. This result is compatible with those found in this research, with one of the
Obesumbacterium proteus samples (1.0%) being positive for Extended Spectrum Beta-
Lactamase (ESBL). According to the cutaneous characterization of dogs, the presence of
enteric bacteria may be associated with exposure to bacteria from the normal microbiota
of the intestines of humans and animals, as well as from contaminated soil or water, a
situation that may occur in the municipal shelter, where dogs are housed together. There
may be, at some point during the day, direct exposure to feces from these animals, as well
as contamination of utensils and materials (feeding bowls, toys, blankets, among others)
used by the animals [25]. ESBL-producing bacteria are those that can spread rapidly in
hospital environments, contributing to the complication of treatments, and are generally
associated with serious infections, which limit therapeutic alternatives and increase the
toxicity of medications [16]. The use of broad-spectrum antibiotics in the respective
municipal shelter to treat diseases can favor the selection of these bacteria, making them
multi-resistant, putting the health of the animals there, as well as veterinarians and the
environment, at risk.

Another important enterobacteria detected in this work is Kluyvera species,
described in the literature as a bacterium naturally found in contaminated soil, water,

sewage, hospital environments, and foods of animal origin [42]. The presence of this



62

bacterium in samples of external otitis in dogs may be related to environmental
contamination and poor hygiene in the animals' housing.

The presence of enterobacteria in the ear canal is already an indication of otitis
externa, according to a study carried out by the University of Ljubljana, due to the unusual
presence of these microorganisms among the microbiota [18]. Inadequate manipulation
of the ear canal, such as the insertion of cotton swabs and chronic topical treatment with
antibacterials, antifungals, and anti-inflammatories, can favor the growth of these
bacteria, triggering a pathogenic condition. These data highlight the importance of
microbiological analyses of the external auditory canal of dogs for bacterial identification.

According to the literature, the identification of Gram-negative bacteria in the
auditory canal of dogs is uncommon [11,14,27]. Gram-negative bacteria, when present,
tend to be associated with secondary infections or chronic otitis externa. Research shows
that the low prevalence of these bacteria may be attributed to factors such as the pH of
the ear canal, the presence of cerumen, and the specific characteristics of the normal
bacterial microbiota in dogs' ears [11,14]. Of the microorganisms isolated, 10.00% of the
samples were Gram-negative bacteria in dogs diagnosed with otitis externa, highlighting
the need for better investigation to understand the presence of these bacteria in samples
from dogs at the municipal shelter.

Safety measures must be analyzed to better understand ways to prevent, manage,
and treat diseases caused by these multidrug-resistant microorganisms and reservoirs for
MRSA. It is important to highlight that these microorganisms identified in the municipal
shelter, combined with the number of animals and different species present there, could

become an environment conducive to cross-contamination.
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CONCLUSION
The present study identified that ear diseases in dogs at this municipal shelter are
associated with bacterial and fungal infections, with a higher prevalence of
Staphylococcus spp. and Malassezia pachydermatis.

The analysis of the collected samples showed high antimicrobial resistance
(100%), with high rates in all samples for Metronidazole (99%), Enrofloxacin (85%),
Tetracycline (75%), and Ceftriaxone (42%), demonstrating the urgent need for more
effective and targeted management strategies when treating animals.

The identification of ESBL among enterobacteria and Staphylococcus
resistance to methicillin reinforces the importance of performing antimicrobial sensitivity
tests for effective treatment, given the difficulty in resolving infections caused by these
microorganisms. The indiscriminate use of broad-spectrum antibiotics should be avoided
to prevent the development of resistant strains and ensure the effectiveness of treatments.
Regular monitoring and appropriate management protocols are crucial to reducing the

incidence of otitis externa and improving the hearing health of dogs in shelters.
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Table 1. Enterobacteriaceae isolated in ear canal samples from neutered dogs diagnosed

with otitis externa residing in a municipal shelter in a city in the northwest region of the

state of Parana, Brazil, 2022.

Sample Microorganisms Ne %
34 Cedecea species 1/100 1.0%
84 Escherichia coli 1/100 1.0%
42 Obesumbacterium proteus 1/100 1.0%
43 Obesumbacterium proteus 1/100 1.0%
62 Obesumbacterium proteus 1/100 1.0%
65 Proteus mirabilis 1/100 1.0%
38 Serratia marcescens 1/100 1.0%
57 Kluyvera species 1/100 1.0%
60 Kluyvera species 1/100 1.0%
61 Yersinia pestis 1/100 1.0%

TOTAL 10
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Table 2. Bacterial resistance profile of isolates from samples collected from the ear canal
of neutered dogs diagnosed with otitis externa residing in a municipal shelter in a city in
the northwest region of the state of Parang, Brazil, 2022.

Antibiotics Males % Females %
Amoxicillin + Clavulanate 17/50 34% 18/50 36%
Cephalothin 7/50 14% 25/50 50%
Ceftriaxone 21/50 42% 29/50 58%
Cefotaxime 18/50 36% 24/50 48%
Cefoxitin 17/50 34% 22/50 44%
Ceftiofur 16/50 32% 18/50 36%
Chloramphenicol 17/50 34% 17/50 34%
Doxycycline 20/50 40% 19/50 38%
Enrofloxacin 41/50 82% 44/50 88%
Gentamicin 21/50 42% 27/50 54%
Metronidazole 49/50 98% 50/50 100%
Meropenem 14/50 28% 17/50 34%
Tetracycline 36/50 2% 36/50 2%

TOTAL 294 346
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Table 3. Bacterial resistance profile of Staphylococcus aureus isolates and presence of the mecA gene in samples collected from the ear canal of

neutered dogs diagnosed with otitis externa residing in a municipal shelter in a city in the northwest region of the state of Parana, Brazil, 2022.

g Antibiotics and Resistance rﬁggz\
a
AMC CFL CRO CTX CFO CTF CLO DOX ENO GEN MTZ MER TET

Sample Number Gender
1 1 Female R s S s s s s s R s R S R N
3 2 Female S S S S S S S S R S R S S N
4 3 Female S R R R R R S S R S R S S N
8 4 Female S S S S R S S S R S R S S N
9 5 Female S R S S S S R R R R R S S N
36 6 Female S S S S S S R S R R R S R N
44 7 Female R R R R R R S R R R R R R N
47 8 Female S S S S S S R S R R R S R N
66 9 Female S R R S S S S S R R R R R P
72 10 Female S S S S S S S S S S R S R P
77 11 Female S S S S S S S S R R R S R N
79 12 Male S S R S S S S R R S R S R N
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10 13 Male S R S R R R R R R R R S R N
15 14 Male R S R S S S R R R S R R R N
23 15 Male S S S S S S S S R S R S R N
24 16 Male S R R R R R S R R R R R R N
31 17 Male S S S S S S S S S S R S R N
32 18 Male S S S S S S S S R S R S S N
35 19 Male S S S S S S R S R S R S R N
45 20 Male S R R R S S S S R R R S R N
53 21 Male S S S S S S S S R S R S S N
56 22 Male S S R S R S S S R R R S R N
78 23 Male S S R S S S S S R R R S R N
93 24 Female S S R R S R S S R S R S R N

3 Legend: R — Resistant, S — Susceptible, P — Positive, N — Negative, AMC- Amoxicillin + Clavulanate, CFL — Cephalothin, CRO — Ceftriaxone, CTX — Cefotaxime, CFO —
4 Cefoxitin, CTF — CEFTIOFUR, CLO — Chloramphenicol, DOX — Doxycycline, ENO — Enrofloxacin, GEN — Gentamicin, MER — Meropenem, MTZ — Metronidazole, TET —
5 Tetracycline.
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Table 4. Bacterial resistance profile of coagulase-negative Staphylococcus spp. isolates and presence of the mecA gene in samples collected from
the ear canal of neutered dogs diagnosed with otitis externa residing in a municipal shelter in a city in the northwest region of the state of Paran4,

Brazil, 2022.

93"3 Antibiotics and Resistance r;;‘:cnf\

S

g AMC CFL CRO CTX CFO CTF CLO DOX ENO GEN MTZ MER TET

Sample Number Gender
46 1 Female S S S S S S S R S R R =
49 2 Female s s s R S S s s s R R P
63 3 Female R S R R R R R R R R R P
69 4 Female R R R R R R S R R R R P
70 5 Female R R R R R R S R R R R P
81 6 Female R S R R R R R R R R R P
87 7 Female S S S R S S S S S R R P
90 8 Female R S R R R R R R R R R P
93 9 Male S S S R R S R S S R R P
94 10 Male S S S S S S S S R S R P
98 11 Male R R R R R R R R R R R P
99 12 Male S S S R S S S R R S R P
100 13 Male R S R R R R R S R R R P
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13 14 Male S S S S S S S S S S S S R P
39 15 Male R R R R R R R R R R R R R P
67 16 Male R S R R S S S S R R R S R P
76 17 Female R R R R R R R R R R R R R P

9 Legend: R — Resistant, S — Susceptible, P — Positive, AMC- Amoxicillin + Clavulanate, CFL — Cephalothin, CRO — Ceftriaxone, CTX — Cefotaxime, CFO — Cefoxitin, CTF —
10 CEFTIOFUR, CLO — Chloramphenicol, DOX — Doxycycline, ENO — Enrofloxacin, GEN — Gentamicin, MER — Meropenem, MTZ — Metronidazole, TET — Tetracycline.
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Atividade antibacteriana do dleo essencial das folhas de (tetradenia riparia) in vitro em
isolados multidroga resistentes de otite externa de cées (canis lupus familiaris) —
perspectivas terapéuticas

Resumo: A otite externa em cdes é causada por diferentes microrganismos patogénicos e pode
levar a complicacBes graves se ndo tratada. O uso frequente de antibidticos pode levar ao
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, dificultando a eficicia de tratamentos. Nesse
contexto o Oleo essencial extraido das folhas de Tetradenia riparia, tém sido estudado por suas
propriedades antibacterianas tornando-se uma alternativa aos antibiéticos convencionais. Seis
isolados bacterianos multidrogas resistentes provenientes de amostras de otite externa de caes
foram selecionados para avaliagdo da atividade antibacteriana do 6leo essencial das folhas de
T. riparia. As bactérias foram identificadas por testes macroscopicos, microscopicos, coloracdo
de Gram, provas bioquimicas e reacdo em cadeia de polimerase, identificados como Proteus
mirabilis, Proteus obesumbacterium, Staphylococcus aureus, e Staphylococcus coagulase
negativa. O oOleo essencial apresentou como compostos majoritarios 14-hydroxy-9-epi-
caryophyllene (16.51%), spathulenol (13.64%), 9B,13B-epoxy-7-abictene (12.63%) e a-cadinol
(8.02%). A atividade antibacteriana foi observada contra Staphylococcus aureus (amostra 24)
e Staphylococcus coagulase negativa gene mecA positivo (amostras 69 e 98), com CIM
variando de 0,156 a 0,312 mg/mL, a CBM foi superior a 10 mg/mL, indicando acg&o
bacteriostatica. Foi observada acdo contra Proteus obesumbacterium (amostra 43) e
Staphylococcus aureus (amostra 44) com CIM de 4,16 mg/mL a 8,33 mg/mL. Resultados
demonstraram que o 6leo essencial das folhas de T. riparia apresentou atividade antibacteriana
a diversos isolados multirresistentes, especialmente contra Staphylococcus aureus e
Staphylococcus coagulase negativa portadoras do gene mecA. Esta pesquisa demonstra um
evidente potencial terapéutica em infecgdes multirresistentes ndo responsivas a tratamentos em
otites causadas principalmente por Staphylococcus e bactérias gram-negativas.
Palavras-chave: Cées de abrigo; Otopatias; Staphylococcus; Mirra; Resisténcia Bacteriana.
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1. Introducgéo

A otite externa € uma dermatopatia comum em cédes (Canis lupus familiaris),
caracterizada pela inflamacéo do canal auditivo externo @. Esta otopatia ndo causa apenas
desconforto, mas também pode levar a complicacdes graves se ndo tratada adequadamente 2,
Estudos recentes destacam a importancia do diagnostico precoce e do manejo terapéutico
adequado, uma vez que a resisténcia a antimicrobianos tem se tornado uma preocupacao na
terapia de infeccBes auriculares em cées 19,

Esta infeccdo otoldgica pode ser causada por diferentes fatores, incluindo alergias,
infeccOes bacterianas e fingicas, presenca de corpos estranhos, excesso de pelos no conduto
auditivo e a limpeza frequente e inadequada podem alterar a microbiota favorecendo o
desenvolvimento da afeccdo @ 12 A otite externa canina esta associada a bactérias como 0s
Staphylococcus sp., incluindo os Staphylococcus aureus, que sdo patdgenos conhecidos por
desenvolverem resisténcia a antibioticos como a estreptomicina e as cefalosporinas ©.

As terapias com o0 uso de antimicrobianos sdo as principais abordagens no tratamento
de doencas com envolvimento de bactérias patogénicas e por muito tempo acreditou-se que sua
utilizacdo levaria a erradicacdo dessas doencas *”). No entanto, este cenario mudou com o
surgimento de bactérias multidroga resistentes e com a dificuldade na descoberta de novas
moléculas bioativas com acdo antimicrobiana que possam ser utilizadas no desenvolvimento de
produtos ¢ 12),

A terapia topica é o principal tratamento, embora a literatura relate que a terapia
sisttmica com anti-inflamatorios e antimicrobianos possa ser necessaria em muitos casos 2.
A adequada identificacdo dos agentes causadores e a escolha da terapia sdo fundamentais para
a recuperacdo e bem-estar do animal evitando a resisténcia a drogas ja existentes %), Desta
forma, a busca por terapias complementares aponta os 6leos essenciais como uma opcao. Estes
sdo compostos complexos de substancias volateis geradas por metabdlitos secundarios que
podem desempenhar papel importante nas atividades biologicas das plantas. Entre os
componentes mais prevalentes estdo os terpenos, compostos aromaticos e alifaticos, como
alcoois, ésteres, éteres, aldeidos, cetonas, lactonas e fendis M. Essas substancias tém atraido
atencdo crescente no combate a multirresisténcia bacteriana devido as suas propriedades
antimicrobianas ‘4. Destaca-se que determinados 6leos essenciais apresentam baixa toxicidade
e baixo custo de producgdo, despertando desta forma, interesse cientifico como uma alternativa

promissora aos antimicrobianos convencionais %,
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Tetradenia riparia (Lamiaceae), € conhecida popularmente no Brasil como falsa mirra,
pluma-de-névoa ou incenso é uma planta ornamental encontrada em jardins 9. Estudos
demonstraram potencial antiviral, antimicrobiano e antiparasitario do 6leo essencial de T.
riparia sendo essas propriedades atribuidas principalmente a presenca de monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos que constituem o 6leo essencial Y,

Desta forma, a utilizagdo do Oleo essencial de T. riparia pode representar uma
abordagem inovadora no combate a resisténcia bacteriana, oferecendo a possibilidade de uma
terapia complementar para infeccdo bacteriana otoldgica. Portanto, a busca por novos
compostos antibacterianos provenientes de 6leos essenciais surge como uma alternativa
promissora para o tratamento de infeccdes bacterianas, especialmente em condigdes clinicas em
que as opcdes de antibidticos sdo limitadas e por este motivo o objetivo deste trabalho foi avaliar
a atividade antibacteriana do 6leo essencial das folhas de T. riparia frente a bactérias multidroga

resistentes isoladas de otite externa de caes.

2. Material e métodos

2.1 Amostras

Fazem parte deste projeto isolados bacterianos de otite externa de cdes proveniente da
bacterioteca do Laboratério de Medicina Veterindria Preventiva e Salde Publica da
Universidade Paranaense - UNIPAR.

Cada isolado foi submetido a analise das caracteristicas macroscopicas e microscopicas,
coloracdo de Gram, e testes bioquimicos especificos, a fim de se definir o género bacteriano. A
identificacdo das bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae foi realizada por meio de
um conjunto de provas bioquimicas incluidas no “Kit para Enterobactérias” (NewProv®,
Parana, Brasil).

Para a deteccéo dos isolados multidrogas resistente foi realizado o teste de sensibilidade
aos antibioticos realizados de acordo com o0s critérios estabelecidos pelo Veterinary
Microbiology Laboratory Standards (” e para a deteccdo do gene mecA foi realizado a técnica
de reacéo em cadeia pela polimerase.

Os isolados selecionados foram: Proteus mirabilis (amostra 65), Obesumbacterium
proteus (amostra 43), Staphylococcus aureus (amostra 44), Staphylococcus aureus (amostra
24), Staphylococcus coagulase negativa (amostra 69), Staphylococcus coagulase negativa
(amostra 98), Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 1284.
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Os seis isolados bacterianos multidroga resistentes a 13 antibacterianos (amoxicilina +
acido clavulanico (30 pg), cefalotina (30 pg), ceftriaxona (30 pg), cefotaxima (30 ug),
cefoxitina (30 pg), ceftiofur (30 ug), cloranfenicol (30 ug), doxiciclina (30 pg), enrofloxacina
(5 pg), gentamicina (10 pg), metronidazol (4 pug), meropenem (10 pg) e tetraciclina (30 pg),
incluindo duas amostras positivas para gene mecA foram selecionados, juntamente com duas
cepas padrdes, para analise da atividade antibacteriana frente ao dleo essencial das folhas de

Tetradenia riparia.

2.2 Material Botanico

Folhas de um exemplar adulto de T. riparia foram obtidas no Horto de Plantas
Medicinais da Universidade Paranaense, Umuarama, Estado do Parand, nas coordenadas
(latitude 23°46°22” S, longitude 53°16°73” W) e altitude de 391 m. Um exemplar foi
autenticado e encontra-se depositado no Herbario Educacional da Universidade Paranaense
(HEUP), sob o n°. 2502. Esta espécie esta registrada no Sistema Nacional de Gerenciamento
do Patrimbnio Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o nimero de
registro: A1F041F.

As folhas foram coletadas no periodo de floragcdo, no més de julho de 2020, secas a
temperatura ambiente (35 °C) e o 6leo essencial extraido pelo processo de hidrodestilacéo por
trés horas @3,

2.3 ldentificacdo quimica do O6leo essencial por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM)

A identificacdo quimica do 6leo essencial de T. riparia foi realizada por Cromatografia
Gasosa (CG) (Agilent 7890B) acoplada a Espectrometria de Massas (EM) (Agilent
5977AMSD) e HP5-MSUI - Agilent silica capilar fundida (30x250 pum x 0,25 um; Agilent
Technologies), com temperatura inicial do forno de (80 °C/1 min.), seguido por aumento para
(185 °C a2 °C/min.) e mantido por (1 min.), seguido por um aumento para (275 °C a 9° C/min.)
e mantido por (2 min.) Finalmente aumentar para (300 °C a 25 min.) e mantido durante (1min.).
O hélio foi utilizado como géas carreador na velocidade linear de (1 mL/min. até 300 °C) e
liberacdo de pressdo de (56 kPa). A temperatura do injetor foi de (280 °C); o volume de injecéo
foi de (1 pL); a injegdo ocorreu no modo split (2:1). As temperaturas da linha de transferéncia,
fonte ibnica e quadrupolo foram (280, 230 e 150 °C), respectivamente.

O sistema de deteccao (EM) foi utilizado no modo “scan”, na taxa de massa/carga/carga

(m/z) de 40-600, com “delay de solvente” de (3 min.). Os compostos foram identificados
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comparando os espectros de massa encontrados em bibliotecas (NIST 11.0) e comparando os
indices de retencéo (RI1) obtidos por uma série homdloga de padréo n-alcano (C7-C28) ™).

2.4 Ensaios de sensibilidade para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM)

Para os ensaios foi preparado uma diluicdo da massa celular bacteriana a partir do
cultivo de 24 h. A concentracéo final de células bacterianas foi ajustada de acordo com a Escala
0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC / mL) em solucéo salina estéril 0,9% e ap0s realizada a leitura
em espectrofotdmetro (Spectra Max Plus) a 625 nm. A seguir foi feita diluicdo da suspensao
1:10 em meio da cultura Mueller Hinton Caldo e adicionado a microplaca, obtendo-se um
inéculo 1,5 x 10" UFC / mL.

2.5 Atividade antibacteriana pelo método de microdiluicdo em caldo e determinacdo da
concentracgdo Bactericida Minima (CBM)

A concentracdo inibitoria minima (CIM) de cada microrganismo frente ao 6leo essencial
foi realizada por meio da técnica de microdiluicdo em série usando microplacas de 96 pocos.
Para cada microrganismo, foi realizada uma suspensdo padronizada em solucdo salina
conforme descrito no item anterior. A CIM foi fornecida de acordo com o método de
microdiluicdo em caldo " modificado para produtos naturais. O dleo essencial foi avaliado na
faixa de concentracdo entre 0,039 e 10 mg/mL. Apds a diluicdo seriada, 50 pL do in6culo foi
adicionado a cada poco e submetido a incubacéo a 35° C por 24 h. A leitura foi realizada com
a adigdo de 10 pL de revelador 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazolio (Reatec®) a 1,0% em cada
poco seguida de incubacdo das microplacas a 35° C por 10 min. A CIM foi definida pela
concentracdo menor que resultou na inibicdo do crescimento visual de acordo com o revelador.

Foi utilizado como controle positivo o antibidtico Estreptomicina (Sigma) (0,0097 - 0,5
mg/ mL). Apos a leitura, 2 pL de cada poco foi cultivado em meio de cultura Mueller Hinton
Agar e incubadas a 35 °C/ 24h para determinacdo da concentracao bactericida minima (CBM)
do OE e EB frente aos microrganismos estudados.

2.6 Andlise Estatistica

Todos os testes foram realizados em triplicatas e os resultados foram submetidos a

analise de variancia (ANOVA), e as diferengas entre as médias determinadas pelo teste de

Tukey (p < 0,05) pelo programa Sisvar versao 5.8 para as analises.
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3. Resultados

Através da andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM) identificou-se 46 compostos, representando 99,91% dos compostos detectados e
destes, 41,04% foram sesquiterpenos oxigenados, 18,54 % de sesquiterpenos hidrocarbonetos

e 15,39 % diterpenos oxigenados (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de Tetradenia riparia analisada

por Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).

Pico | TR Compostos Area IR IR
Relativa | Calculado | Literatura
%

1 3.162 | Camphene 0,63 906 928
2 3.420 | Sabinene 0,55 951 973
3 3.490 |B-Pinene 0,34 963 964
4 4191 |D-Limonene 0,51 1031 1030
5 4.275 | B-cis-Ocimene 0,14 1037 1037
6 4.688 |vy-Terpinene 0,07 1061 1060
7 5.260 | Fenchone 3,23 1091 1092
8 5.752 |Fenchol 0,46 1116 1115
9 6.439 | Camphor 0,81 1148 1149
10 6.913 |endo-Borneol 0,41 1168 1168
11 7.197 | Terpinen-4-ol 0,2 1180 1180
12 7.521 |o-Terpineol 0,16 1192 1190
13 11.403 | a-Copaene 0,17 1337 1335
14 12.519 | a-Gurjunene 0,98 1375 1376
15 12.977 | B-Elemene 0,45 1390 1391
16 13.490 | B-Caryophyllene | 3,38 1408 1403
17 13.792 | a-Bergamotene | 0,54 1419 1422
18 14.215 | a-Guaiene 0,11 1434 1433
19 14.310 | B-Gurjunene 0,5 1437 1434
20 14.662 | B-Guaiene 0,1 1450 1451
21 14.741 | o.-Humulene 0,23 1453 1453
22 14.950 | B-copaene 0,28 1460 1459
23 15.316 | Ni 0,1 1472 -
24 15.397 | y-Muurolene 0,26 1475 1474
25 15.533 | Ni 0,42 1479 -
26 15.846 | y-Elemene 2,34 1489 1480
27 15.987 | Elixene 0,64 1494 1492
28 16.082 | a-Muurolene 0,69 1497 1497
29 16.256 | a-Bulnesene 0,28 1503 1505
30 16.477 | y-Cadinene 1,23 1511 1511




31 16.762 | 5-Cadinene 57 1522 1522
32 17.466 | Germacrene B 0,66 1547 1549
33 17.992 | Spathulenol 0,2 1566 1566
34 18.239 | Germacrene D-4- | 3,61 1574

ol 1574
35 18.446 | Caryophyllene 2,56

oxide 1581 1582
36 18.669 | Viridiflorol 0,37 1589 1589
37 18.985 | Ledol 0,7 1599 1595
38 19.149 | Isoaromadendren | 0,43

e epoxide 1652 1612
39 19.670 | a-acorenol 0,26 1662 1630
40 19.796 | Cubenol 0,62 1664 1650
41 20.068 | a-muurolol 3,18 1670 1654
42 20.190 | 8-Cadinol 0,39 1672 1656
43 20.311 | Spathulenol 13,64 1674 1660
44 20.822 | a-Eudesmol 6,76 1683 1670
45 21.037 | a-cadinol 8,02 1687 1674
46 21.453 | 14-hydroxy-9- 16,51

epi-

caryophyllene 1695 1674
47 27.425 | cis-farnesol 0,3 1723 1722
48 29.996 | Abietatriene 0,4 2032 2054
49 33.261 | 9pB,13B-epoxy-7- | 12,63 2071

abietene 2077
50 35.624 | Phytol 0,37 2122 2122
51 36.670 | Manoyl oxide 1,39 2438 2461
52 36.882 | 6,7- 1

dehydroroyleano

ne 2449 2482

Total

Identificado 99,91

Monoterpenos

Hidrocarbonetos | 2,24

Monoterpenos

Oxigrnados 5,27

Sesquiterpenos

Hidrocarbonetos | 18,54

Sesquiterpenos

oxigen ados 41,04

Diterpenos

Hidrocarbonetos | 0,4

Diterpenos

Oxigenados 15,39

n.i

0,52

84
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TR = Tempo de retencdo; IR = indice de retencio; Area relativa (%) = Percentagem da area que

0 composto ocupa no cromatograma; (-) composto ausente; n.i= ndo identificado.

Os compostos majoritarios detectados foram 14-hydroxy-9-epi-caryophyllene
(16,51%), spathulenol (13,64%), 9B,13B-epoxy-7-abietene (12,64 %) ¢ a-cadinol (8,02%)
(Tabela 1). O ¢6leo essencial das folhas de T. riparia inibiu aos isolados clinicos de
Staphylococcus aureus (amostra 24), Staphylococcus Coagulase Negativo (amostra 69) e
Staphylococcus Coagulase Negativo (amostra 98) com concentracao inibitéria minima (CIM)
variando de 0.156 a 0.312 mg/mL. Também houve acdo frente a Proteus obesumbacterium
(amostra 43) e Staphylococcus aureus (amostra 44) com CIM de 4.16 e 8.33 mg/mL

respectivamente, demostrando alta atividade antimicrobiana (Tabela 2).

Tabela 2. Concentragdo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo bactericida minima (CBM)

do dleo essencial (OE) de Tetradenia riparia e o controle positivo estreptomicina.

Microrganismos OE Estreptomicina (mg/mL)
(mg/mL) CIM
CIM
CBM
Proteus mirabilis (amostra 65) >10 0.0415 £ 0.018bA
>10
Proteus Obesumbacterium (amostra 43) 8.33+ 0.002 +0.001aA
2.88bB
>10
Staphylococcus aureus (amostra 44) 4,16 £ 0.001 +0.001aA
1.44abB
>10
Staphylococcus aureus (amostra 24) 0.156 + 0aB 0.0039 £ OcA
>10
Staphylococcus Coagulase Negativa 0.156 + 0aB 0.5+ 0dA
(amostra 69) >10
Staphylococcus Coagulase Negativa 0.312+ 0.25 £ OacA
(amostra 98) 0.270aAB
>10
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) >10 0.0052 £0.0022aA
>10
Escherichia coli (ATCC 1284) >10 0.0211 + 0.016abA
>10

Letras minusculas na mesma coluna e maiusculas na mesma linha diferem entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Para o Staphylococcus Coagulase Negativo (amostra 98) a CIM foi de 0.312 mg/mL

estatisticamente igual ao resultado para estreptomicina 0.25 mg/mL.
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Os resultados de concentragdo bactericida minima (CBM) do OE foi superior a 10 mg/mL,
indicando uma acao bacteriostatica frente aos microrganismos estudados (Tabela 2).

4. Discussao

Pesquisas j& destacaram 0s compostos majoritarios de T. riparia na literatura,
descreveram 14-hidroxy-9-epi-caryophyllene (15.38%) e a-cadinol (13.69%) como um dos
compostos para o 6leo essencial proveniente das folhas ®. Blythe et al. ), também destaca o
composto 14-hidroxy-9-epi-caryophyllene (8.00%) como majoritario e relata a-cadinol
(11.00%) como outro composto presente no 6leo essencial.

Estes resultados corroboram com os encontrados nesta pesquisa, 14-hydroxy-9-epi-
caryophyllene (16,51%) e a-cadinol (8,02%) possuem valores préximos, evidenciando a
atividade antibacteriana como compostos majoritarios, o que pode ser uma alternativa
complementar para uso em tratamentos frente a bactérias multidrogas resistentes em cdes com
diagnostico de otite externa.

Scanavacca et al. ?9, identificou 9p,13p-epoxy-7-abietene (10.60%) como um dos
compostos majoritarios com atividade antibacteriana presentes nas folhas de T. riparia. Sena et
al. @, também destaca 9p,13p-epoxy-7-abietene (7,30%) como um dos compostos com maior
atividade no 6leo essencial de T. riparia proveniente das folhas da planta. A atividade
antibacteriana identificada por estes autores ja demonstrava sua capacidade na inibicdo de
microrganismos em porcentagens inferiores a este trabalho sendo identificado 93,133-epoxy-
7-abietene (12,64 %) deste composto majoritario, sugerindo que o 6éleo essencial de T. riparia
pode possuir baixa variagdo de composi¢do majoritaria, como citado por Panda et al. 29,

Zardeto et al. ?®, destaca o spathulenol (9.00%) como um dos compostos majoritarios
presentes no 6leo essencial de T. riparia e Sena et al. @®, também identificaram spathulenol
(9.09%) no Ableo essencial das folhas de T. riparia como um dos componentes majoritarios.
Nesta pesquisa, foi identificado uma concentracdo do composto majoritario com valores de
spathulenol (13,64%) superiores aos citados pela literatura, demonstrando a variagdo deste
composto majoritario por regifo onde a T. riparia é cultivada, como citado por Gazim et al. @9,
o qual o solo, altitude, momento de colheita e condi¢des climaticas podem favorecer na variagdo
das concentracfes dos compostos majoritarios.

Em estudos de Scanavacca et al. @%, o 6leo essencial de T. riparia apresentou alta
atividade antibacteriana frente a Staphylococcus aureus e microrganismos Gram-negativos com

CIM variando de 0.05 a 0.60 mg/mL e CBM a inferior a 10 mg/mL, demonstrando atividade
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bactericida. Ja para Gazim et al. Y, o CIM variou de 0.0078 mg/mL a 0.0625 mg/mL conforme
a estacdo do ano de cultivo da T. riparia, se avaliou sua atividade antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus e bactérias Gram-negativa, com resultados positivos para sua inibicéo.
A literatura demonstra bons resultados em sua atividade antibacteriana para isolados
multidrogas resistentes como para esta pesquisa com variagfes proximas de CIM identificadas
entre 0.156 a 0.312 mg/mL para S. aureus, também vale ressaltar a diferenca do potencial
antibacteriano por estacdo como cita Gazim et al. Y, que relata o cultivo, altitude, estacdo do
ano e horario de coleta como uma possivel variante para variagdes nos compostos majoritarios
do 6leo essencial de T. riparia.

Endo et al. © destacou a atividade antibacteriana frente a Staphylococcus spp.
resistentes ou ndo a meticilina (MRSA) e (MSSA) com CIM variando de 0.125 a 0.250 mg/mL
e CBM com potencial bacteriostatico podendo variar de 5 mg/mL néo resistentes a meticilina
e para acima de 10 mg/mL em resisténcias & meticilina. Van Puyvelde et al. ®®, também
identificaram resultados positivos para Staphylococcus spp. e isolados Gram-negativos citando
a importancia dos estudos para Staphylococcus spp. (MRSA) com variacdes de 0.011 a 0.212
mg/mL.

Oleos essenciais ja foram descritos pela literatura como alternativas terapéuticas para o
tratamento de otite externa em cédes (Canis lupus familiaris), como, Dysphania ambrosioides
@D e Origanum vulgare L. ??, com resultados positivos frente a microrganismos resistentes.
Esta pesquisa se faz inédita pelo primeiro registro de uso do 6leo essencial de T. riparia como
alternativa terapéutica frente a microrganismos multidroga resistente e portadores do gene
mecA em otite externa de cdes, tornando seu uso uma possibilidade para o controle de

microrganismos multidroga resistentes.

5. Conclusdo

O dleo essencial de Tetradenia riparia demonstrou acdo bacteriostatica frente aos
microrganismos multidroga resistentes com concentracao inibitoria minima (CIM) variando de
0.156 a 0.312 mg/mL compativeis com 0s encontrados na literatura. Estudos devem ser
realizados para melhor compreensdo dos mecanismos de acédo desta planta, possibilitando o uso
do 6leo essencial de T. riparia como uma alternativa viavel no tratamento de otite externa em

caes.
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3. CONCLUSAO

1 O presente estudo identificou que as otopatias nos cées deste abrigo municipal estdo
predominantemente associadas a infec¢BGes bacterianas e fungicas, com destaque para a
presenca de Staphylococcus spp. e Malassezia pachydermatis. A analise das amostras
coletadas revelou bactérias multidroga resistentes, com indices elevados para diferentes
antibidticos, como Metronidazol (99%), Enrofloxacino (85%), Tetraciclina (75%) e
Ceftriaxona (42%). A presenca de bactérias produtoras de beta lactamase de amplo espectro
(ESBL) entre as enterobactérias e a resisténcia de Staphylococcus a meticilina (MRSA)
reforcam a importancia de testes de sensibilidade antimicrobiana, imprescindiveis para
garantir tratamentos adequados e eficazes, considerando as dificuldades em tratamentos
para infecgbes causadas por esses microrganismos resistentes. Nesse contexto, é
fundamental evitar o uso indiscriminado de antibiéticos de amplo espectro, a fim de
prevenir o desenvolvimento de cepas resistentes, assegurando a eficacia de terapias
intituladas e a exposicdo desnecessaria do animal a estes medicamentos. Portanto, a
implementacdo de um monitoramento regular e a criacdo de protocolos de manejo
apropriados nas instalagdes do abrigo municipal sdo essenciais para reduzir a incidéncia de
otites externas e melhorar a salde auditiva dos caes, proporcionando cuidado e bem estar a
esses animais.

2 A otite externa em cdes é uma inflamacdo do canal auditivo, muitas vezes causada por
infeccbes bacterianas ou fungicas. O tratamento requer diagnéstico preciso e terapias
adequadas para controlar a infeccao e evitar recidivas. O uso indiscriminado de antibidticos
tem gerado resisténcia antimicrobiana, complicando o tratamento de infecgdes resistentes.
A resisténcia bacteriana tem se tornado um grande desafio no tratamento de infecgGes em
otite externa, tornando necessaria a busca por terapias alternativas seguras e eficazes, neste
contexto, o oOleo essencial de T. riparia surge como uma opgdo promissora, conforme
evidenciado nesta pesquisa, apresentando resultados promissores no combate a
microrganismos multidroga resistentes, demonstrando acdo bacteriostatica contra
Staphylococcus spp. (MRSA), portadores do gene mecA e também contra Staphylococcus
aureus. A concentracao inibitoria minima (C1M) observada para essas amostras variou entre
0.156 a 0.312 mg/mL, valores compativeis com os encontrados na literatura, o que destaca

a eficacia desse 6leo essencial no controle de infecces causadas por patdgenos resistentes
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a antibidticos. A utilizacdo de dleos essenciais, como o de T. riparia, pode abrir novas
perspectivas no tratamento de infecgdes auditivas em cdes, estudos sdo necessarios para
aprofundar o entendimento sobre a acéo deste 6leo essencial, a fim de validar seu uso clinico

como terapia complementar ou exclusiva no tratamento de otite externa.
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ANEXO 2 - Normas da Revista da Ciéncia Animal Brasileira.
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Titulo em portugués [negrito, Times New Roman 12, centralizado, espacamento 1,0]

Titulo em inglés [negrito, Times New Roman 12, centralizado, espacamento 1.0]
Obs A identidade dos autores néo deve ser incluida no corpo do artigo que sera submetido.

Resumo: Deve conter entre 180 e 250 palavras em paragrafo unico, justificado e com fonte
Times New Roman 12, espacamento de 1.0. Resumos extensos serfio devolvidos para
adequacio as diretrizes.

Palavras-chave: ao final doresumo, devem ser listadas no minimo 3 e no maximo 3 palavras-
chave separadas por ponto e virgula e em ordem alfabética. Néo usar termos que ja estejam
presentes no titulo.

Abstract: Resumo deve ser traduzido para lingua inglesa de forma fiel ao redigido em lingua
portuguesa.

Kevwords: Palavras-chave devem ser traduzidas para lingua inglesa deforma fiel ao redigido
em lingua portuguesa.

Resumo grifico (opcional): A CAB recomendafortemente que os antores incluam um resumo
grafico/visual em seus manuscritos. Esse elemento deve ilustrar, de forma clara e pictorica, as
principais conclusdes do artigo, facilitando uma compreensio rapida e visual da mensagem
central do estudo. Ajuda a divulgar informacées faceis e concisas, que podem ser rapidamente
incorporadas pelos leitores ¢ ajudam a ser compartilhadas, inclusive nas midias sociais. O
resumo grafico deve ser inserido imediatamente apos o Resumo/Abstract textual, no mesmo
arquivo do manuscrito, e ndo deve ser numerado.
+ O resumo grafico deve ser uma imagem unica, clara e autoexplicativa.
» Deve sintetizar os principais resultados ou conclusdes do artigo por meio de elementos
visuais, como esquemas, fluxogramas, icones, graficos simples ou ilustracdes.
» O contendo deve ser original, criado pelos autores (ndo utilizar imagens com direitos
autorais de terceiros).
» Evite textos longos. Se necessario, use frases curtas, setas, simbolos e palavras-chave.
+ A imagem deve ter boa resolucio e ser enviada em formato JPEG ou PNG (minimo de
300 dpi e 1080 x 1080 pixels - largura x altura).
+ O idioma utilizado deve ser o mesmo do artigo.
+ Caso seja utilizada alouma ferramenta deinteligéncia artificial (IA) para gerar. editar
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ANEXO 3 - Comités de Etica em Pesquisa Envolvendo Experimentacdo Animal
(CEPEEA)

UNIVERSIDADE PARANAENSE - UNIPAR

Reconhecida pela Portaria - MEC N° 1580, DE 09/11/93-D.0.U. 10/11/93 C\" /—)
Mantenedora: A iagao P« de Ensino e Cultura- APEC
TINIDAD DIRETORIA EXECUTIVA DE GESTAQ DA PESQUISA E DA POS' GRADUACAO
UN IPAR COORDENADORIA DE PESQUISA E INICIACAO CIENTIFICA - COPIC RE‘Q_F_'_E

UNIVERSIDADE PARANAFNSE

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEPEEA)

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto "ldentificacio ¢ suscetibilidade antibacteriana in vitro de microrganismos do conduto auditivo de cies domiciliados frente ao dleo essencial de
Melaleuca altermifolia Cheel.”, protocolo 39588/2022, sob a responsabilidade de MARCO AURELIO CUNHA DEL VECHIO, esta de acordo com os Principios éticos
na Experimentagio Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pelo COMITE DE ETICA EM PESQUISA
ENVOLVENDO EXPERIMENTACAO ANIMAL DA UNIPAR (CEPEEA/UNIPAR) em reunido realizada em 30/05/2022. Este certificado expiraem 30/05/2023.

We certify that the project "Identificacdo e suscetibilidade antibacteriana in vitro de microrganismos do conduto auditivo de cies domiciliados frente ao oleo essencial de
Melaleuca altemifolia Cheel.", protocol 39588/2022, in the responsability of MARCO AURELIO CUNHA DEL VECHIO, is inagreement with the Ethical Principles in
Animal adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA), and was approved by the ETHICAL COMMITTEE FOR ANIMAL RESEARCH OF
UNIPAR (CEPEEA/UNIPAR) in05/30/2022. Expiration date: 05/30/2023.

UMUARAMA - PR, 03/02/2025.

rof, Salviano Pfamontin Belettini
PresidenteCEPEEA/UNIPAR

Registro N°.39588



