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RESUMO

RODRIGUES PORTO, Geysanna de. Prevaléncia de diferentes espécies de
leveduras presentes no conduto auditivo de cdes da Unidade de Vigilancia e
Controle de Zoonoses municipio de PALMAS-TO. 2019. 40 f. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Graduacdo) — Curso de Medicina Veterinaria, Centro
Universitario Luterano de Palmas, Palmas/TO, 2019.

Os fungos leveduriforme sdo microrganismo eucariotos, unicelular, redondos ou ovais
que apresentam compartimento Unico. Crescem em diversos tipos de meios de cultivo
a 37° C, causam infec¢des oportunista em animais. A Malassezia pachydermatis é
uma levedura frequentemente envolvida como fator secundario perpetuador
na otite externa canina. Este estudo comparou prevaléncia espécies de leveduras
presentes no conduto auditivo de cdes otopatas. Com metodologia de andlise entre
exames direto e cultura do agente a fim de que se possam determinar formas da
levedura. Nestes casos a analise microbiolégica € muito importante, pois fornece um
resultado com identificacdo dos agentes. Estudo menciona que entre todos 0s
agentes, a espécie M. pachydermatis, foi 0 mais frequente isolado nos caes, outros
agentes isolados através da cultura e esfregaco foram Candida albicans e
Rhodotorula mucilaginosa. Nao ha relatos sobre a patogenicidade desses dois
agentes no conduto aditivo em cdes. Em conclusao, este estudo a importancia de
determinar um parametro para um resultado imediato, barato e pratico adiantando o

tratamento.

Palavras-chave: Fungos leveduras, Mallassezia Pachydermatis, Otite externa.



ABSTRACT

RODRIGUES PORTO, Geysanna de. Prevaléncia de diferentes espécies de
leveduras presentes no conduto auditivo de cdes da Unidade de Vigilancia e
Controle de Zoonoses municipio de PALMAS-TO. 2019. 40 f. Trabalho de
Conclusdo de Curso (Graduacdo) — Curso de Medicina Veterinaria, Centro
Universitario Luterano de Palmas, Palmas/TO, 2019.

Yeast fungi are eukaryotic, unicellular, round or oval microorganism that have a single
compartment. Growing in various types of culture media at 37 ° C, they cause
opportunistic infections in animals. Malassezia pachydermatis is a yeast often involved
as a perpetuating secondary factor in canine otitis externa. This study compared the
prevalence of yeast species present in the ear canal of otopathic dogs. With analysis
methodology between direct examinations and culture of the agent in order to
determine yeast forms. In these cases microbiological analysis is very important as it
provides a result with identification of the agents. Study mentions that among all
agents, the species M. pachydermatis was the most frequently isolated in dogs, other
agents isolated through culture and smear were Candida albicans and Rhodotorula
mucilaginosa. There are no reports on the pathogenicity of these two agents in the
additive channel in dogs. In conclusion, this study the importance of determining a
parameter for an immediate, inexpensive and practical outcome in advance of
treatment.

Keywords: Yeast fungi, Mallassezia. Pachydermatis, Otitis externa.
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1. INTRODUCAO

Os fungos s&o microrganismos eucariotos, heterotroficos néo fotossintéticos,
que produzem exoenzimas e obtém nutrientes por absorcdo. Estes agentes de
importancia veterinaria sdo encontrados em trés filos: ascomycota, basidiomycota e
zygomycota. Muitas espécies sdo reconhecidas; porém somente espécie M.
pachydermatis € de maior importancia em veterinaria. Comumente esta associado em
doencas em animais, mais frequentemente otite externa e dermatite em cédes. As
otopatias em casos de infeccao fungicas, sdo causadas comumente por leveduras
aerdbias da espécie M. pachydermatis, células em forma de pegada, com parede
grossa até 6,5 de comprimentos, reproduzem-se por brotamento monopolar sobre
uma base larga (QUINN, et al. 2019).

M. pachydermatis sdo fungos leveduriforme frequentemente presente no
epitélio auditivo de cées sadios e notavel em caso de otite externa (RAUSH,
SKINNER, 1978). Esses agentes compdem a microbiota do conduto do auditivo,
tornando-se patdgenos oportunistas associado a condi¢cdes clinicas quando ha
desequilibrio no microambiente auricular (MERCHANT, 2007).

A colonizacéo e crescimento dos microrganismos nesse local podem estar
associados a imunossupressdo e a outros fatores predisponentes, com formacao
anatémica desfavoravel da orelha e uso excessivos de antimicrobianos. Na otite
externa, a producdo de enzimas proteolitica por M. pachydermatis, que no canal
auditivo resulta em grandes lesdes na mucosa. Essa condi¢do € caracterizada por
uma secrecao escuras purulenta a partir do canal auditivo e prurido intenso (QUINN,
et al. 2019).

Quando a flora natural da orelha do cédo sofre alteracdo na temperatura e
umidade, age como um fator de reproduzir otite, uma da principal afeccdo do conduto
auditivo, esta enfermidade possui diversas etiologias é particularmente frequente em
caes. As infec¢cOes fungicas, especialmente por espécies de Malassezia que séo
vinculadas a OE em cées. Esta afeccdo tem como causa multifatorial a etiologia de
varios agentes isolado no conduto auditivo debilitado, como fungos, bactérias e 4caros
(WHITE, 1992).



Esse agente frequentemente participa da microbiota do conduto auditivo,
guando ha desequilibrio no microambiente auricular, assim esses patdogenos se torna
oportunista (MERCHANT, 2007). Diagnoésticos sao feitos através de sinais clinicos
onde a formacdo de exsudato ou cerimen em excesso, dor regional constantes
meneios da cabeca. Uma informac&o importante é se a otite tem sido unilateral ou
bilateral, se ocorre prurido auricular ou dor, de qual a natureza da secrecéo auricular
e se existem sintomas sugestivos de otite média (OM). Como dor na abertura da boca
ou sinais neurologicos (PATEL, et al. 2010)

Mediante informacdes, sabe-se que apesar de existirem pesquisas cientificas
sobre isolamento microbiolégico do ouvido de cdes pelo Brasil, no municipio de
Palmas ainda n&o existem pesquisas relacionadas a este assunto. Assim, objetiva-se
com este trabalho verificar a diferentes espécies de leveduras presentes no conduto
auditivo de caes da Unidade de Vigilancia e Controle de Zoonoses do municipio de
PALMAS-TO.

Os animais direcionados para tal procedimento foram cées eutanasiados e
cdes com enfermidades ndo trataveis, com imunossupressao e outros fatores que
muitas vezes comprometem a imunidade do animal, abrindo portas para infeccdes
oportunistas, dentre elas, infec¢cdes por leveduras afim de colaborar com estudos
evidenciada a casuistica da doenca em cées, com levantamentos de dados

epidemioldgicos no Brasil.
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2. PROBLEMA DE PESQUISA

Quais o0s patogenos fangicos prevalentes em animais atendidos ou
destinados a eutanésia na UVCZ de Palmas-Tocantins?

3. HIPOTESE

e Mallassezia spp. € o patdgeno prevalente.

e Outros géneros leveduriformes sao prevalentes.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Identificar os microrganismos fungicos presente no conduto auditivo dos caes
com sinais de otopatias submetidos a eutanasia e atendidos na UVCZ de Palmas-

Tocantins.
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as espécies fungicas prevalente em cées da UVCZ de Palmas-TO

e Relacionar os achados fungicos com sinais evidenciados nos animais otopatas.

e Comparar os métodos de observacdo por meio de cultura especial e
microscopia direta.

5. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que ha uma incidéncia elevada de otopatias em cées no Brasil e o0s
principais agentes causadores sao bactérias, acaros, fungos entre outros. Os dados
Obtidos permite informacdes relevantes mediante registro de dados epidemiologicos
de fungos envolvidos em infec¢cdes de ouvido como as espécies leveduriformes. O
trabalho ainda permite associacdo da presenca do fungo com sinais clinicos dos
animais, promovendo melhor direcionamento no diagndstico contribuindo para o bem-

estar dos animais de companhia.
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6. REFERENCIAL TEORICO
6.1. CONDUTO AUDITIVO CANINO

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

A orelha canina consiste na pina, canal auditivo externo, orelha média e orelha
interna (figural). O ouvido externo € composto de cartilagem auricular e anular. A
cartilagem auricular do pino torna-se em forma de funil na abertura do canal auditivo
externo. O canal auditivo vertical cerca de 2,5 cm e forma o canal auditivo horizontal,
composto de cartilagem auricular e anular. O canal auricular é revestido por epitélio
gue contém grande quantidade de glandulas produtoras de cerimen e sebo, além de
foliculos pilosos; a secrecéo das glandulas sebaceas e a das glandulas ceruminosas
formam o cerdmen auricular (‘cera”) (JONES et al, 2000; KUMAR
&ROMANAUERHAHN, 2007; LEITE, 2010).

O ouvido médio consiste em uma cavidade timpéanica cheia de ar, trés
ossiculos auditivos e membrana timpéanica. A membrana timpanica € uma membrana
semitransparente dividida em par flacida e par densa (COLE,2009).

Caes de raca pura com pina pendentes e canais auditivos hirsutos (por
exemplo, cocker spaniel, poodle) sdo mais propensos a ter infecgbes otopatas em
comparacao com caes mesticos, enquanto caes de raga pura com orelhas eretas,
independentemente da presenca de pélo do canal auditivo, ttm um risco menor da
otite externa do que dos caes mesticos (COLE,2009). Hayes et al.1987, pensa-se que
as pincas pendentes juntamente com os pélo do canal auditivo afetem a retencéo de
calor e umidade no canal auditivo. Além disso, a umidade do canal auditivo, seja dos
pélo no canal auditivo ou do ambiente, tem sido sugerida como um fator que pode

influenciar a ocorréncia de otite externa. Ao contrario dos resultados do estudo de
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Hayes et al., 1987, nenhum desses fatores (conformacéo pina, cabelo, temperatura,
umidade) se correlacionou com o risco de otite externa. Esse risco pode estar mais
relacionado a raga do cao (por exemplo, cocker spaniel, poodle) do que a conformacéo
da pina ou se h& pélo excessivos no canal auditivo. Por exemplo, cdes com canais
auditivos hirsutos tém temperaturas do canal auditivo significativamente mais baixas
do que cades com canais auditivos sem pélo (HUANG et al.,1999).

Além disso, ndo ha diferencas na temperatura do canal auditivo em cées com
pincas pendentes em comparagdo com aqueles com pingas eretas. Por outro lado, os
cées pastores alemaes (isto €, pincas eretas) apresentaram maior umidade do canal
auditivo em comparacdo com outros cdes. Cades com e sem otite externa néo
apresentam diferencas na temperatura do canal auditivo e na umidade do canal
auditivo e a umidade relativa do ar (YOSHIDA et al., 2002).

Figura 1 - Representacdo esquematica das estruturas anatbmicas da orelha

Canal vertical

Cartilagem
auricular (vertical)

Canal Cartilagem  Membrana Orelha Tuba
horizontal auricular timpanica média auditiva

Figura 57.6 Representacdo esquematica das estruturas
anatémicas da orelha.

Fonte: PATEL et al. (2010)
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6.2. AFECCOES FUNGICAS DO CONDUTO AUDITIVO EXTERNO

O canal auditivo normal deve ter pequenas quantidades de descarga
ceruminosa de cor amarelada e ndo deve haver ulceragcdo ou inflamagéo do
revestimento epidérmico. Orelhas infectadas com quantidades aumentadas de
exsudato amarelado e mais fluido sé@o caracteristicas de infec¢cdes associadas a
bactérias, especialmente bactérias gram-negativas, como Pseudomonas aeruginosa
e / ou Proteus. A cera do ouvido caracterizada por um exsudado preto-acastanhado
estd geralmente associada a infeccdes com o acaro da orelha, Otodectes cynotis,
Mallassezia canis ou uma combinacdo de Mallassezia canis e bactérias, geralmente
estafilococos coagulase-positivos. Algumas orelhas infectadas cronicamente com M.
canis podem ter uma cera de cor amarelada, especialmente se outros organismos
estiverem infectados (KORBELIK et al., 2019).

Alguns estudos avaliam em média de 80,4% a umidade normal do conduto
auditivo externo e a predisposicdo a hiper-hidratacao tornando um ambiente favoravel
para proliferacéo de fungos. Com grande importancia o desempenho do papel do pH
tem a influéncia na manutencdo da populacdo fungicas dentre outros, sendo que o
canal externo no cdo saudavel varia entre 4,6 a 7,2 com pH 6timo para crescimento
de fungo de 5 a 6 (GOTTHELF, 2007).

Os exsudatos lipidicos do canal auditivo podem aumentar a probabilidade de
infeccdo. O crescimento de Malassezia canis, uma levedura lipofilica, pode ser
estimulado pelo ambiente lipidico do canal auditivo. Embora os lipidios possam nao
ser essenciais para o crescimento de Mallassezia canis, 0 organismo pode ser
estimulado por ambientes ricos em lipidios. Os &cidos graxos produzidos pelas
glandulas que revestem o canal auditivo ou aqueles liberados pela hidrolise de
secrecfes mais complexas por bactérias comensais podem ser irritantes para o
revestimento do canal, criando um ambiente adequado para a proliferacdo microbiana
(KORBELIK, 2019).

Em casos de OE a temperatura do canal auditivos podem chegar até 38,9° C,
sendo que em caes saudaveis varia entre 38,2 a 38,4° C. Nao observa uma diferenca
significativa na temperatura e umidade do conduto auditivo em cées saudaveis e com
otite (YOSHIDA et al., 2002).
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Racas com tipos de orelhas pendulosa e mais longas que resultam no
aumento da umidade no interior do canal auditivo sdo predispostas a OE. Racas com
orelha caida e cédes que vivem em climas Umidos e quente aumenta o risco. Os
motivos predisponentes sao aqueles que colocam o paciente em um maior risco de
desenvolver uma doenca auditiva. Um dos mais importante € o aumento da mistura
conteudo/umidade no interior do canal auditivo e quebra efetiva da barreira funcional.
Estas condi¢des favorecem a colonizacéo e invaséo pelos microrganismos resistentes
e transitorio (PATEL, et al., 2010).

Entre diversas otopatias causada por microoganismos, como de OE e OM
temos a dermatomicoses de ouvido externo (otomicose) que podem ser presentes
com ou sem otite. S&o ocasionadas por fungos do género Microsporum, Candida,
tricophyton, Aspergillus e Peyronellaca. Malassezia pachydermatis, sao
constantemente cultivados no conduto auditivo dos cées, de modo que a acdo deste
microrganismo como patégeno é incerta (QUINN et al., 2019).

A OE é uma apresentacdo clinica comum, frequentemente é de etiologia
multifatorial e pode ser parte de dermatopatias generalizada ou doenca sistémica
subjacente que necessitam ser identificadas e corrigidas, e ndo apenas uma doenca
gue existente confinada exclusivamente aos canais auditivos (PATEL et al., 2010).

A OE associada ao M. pachydermatis € frequentemente caracterizado pela
presenca de um exsudado ceroso, umido e escuro, com eritema e prurido e lesdes
frequentemente colonizadas por um nimero aumentado de M. pachydermatis. Uma
abordagem completa e sistematica envolve anamnese detalhada, exames fisicos e
dermatolégicos completos. O diagndéstico apropriado somente para o crbénico, sédo
requeridos quando investigado e tratado OE cronica (PUIG, 2019).

Fatores que predispdes a infeccao fungicas oportunistas incluem a alteracéo
da microbiota normal, como consequéncia de tratamento prolongando com
antimicrobiano, imunodeficiéncia primaria e secundéaria, imunossupressao
medicamentosa, infec¢des virais agudas e exposicao a elevadas doses de esporos
fungicos infectantes. Uma vez que a maioria dos farmacos antifiUngicos possui uma
acado fungiostatica na qual a eliminacéo do agente fungico é dependente da resposta
imune do hospedeiro, € inviavel esperar pela eliminacdo de infec¢do, por meio de
terapias antifingicas em animais imunocomprometidos ou em animais

imunodeficiéncia primaria ou secundaria. Desta forma, a resposta imune do
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hospedeiro deve ser considerada no momento da escolha do protocolo de tratamento
de doencas fungicas (QUINN et al., 2019).

6.3. CARACTERISTICA DESCRITIVAS DE FUNGO/LEVEDURAS

Classificacdo do fungo como mofo ou levedura se baseia na aparéncia
microscopica verificada no tecido ou no meio de cultura de rotina (fase assexuada).
Caso no exame microscopico se observem hifas, o fungo € denominado mofo. Caso
se constate uma estrutura unicelular com brotamento, o fungo é denominado levedura.
Em meio de cultura de rotina, o mofo, ou fungo, tem aparéncia de “flocos” ou “de 1a”,
engquanto a morfologia e a uniformidade da colonia de leveduras se assemelham as
de bactérias (MCVEY et al.,2017).

As espécies de Mallassezia sao leveduras aerdbicas, ndo fermentadora,
urease-positivas, que crescem entre 35° a 37°C. A espécie Mallassezia
pachydermatis € de importancia em medicina veterinaria, suas células tém forma de
‘pegadas”, com parede grossa e até 6,5 ym de cumprimento, as mesmas se
reproduzem por brotamento monopolar sobre uma base larga em sua forma (QUINN
et al., 2019).

A morfologia e composicdo de M. pachydermatis é de uma levedura com
formato oval (2um) x 5um). Em esfregaco direto (de col6nias obtidas em cultura),
observa-se um Unico brotamento com fixacao de base larga em seu formato (0,9 a 1,1
pm). Em geral, ndo se constatam filamentos, independentemente das condi¢bes da
cultura. A parede celular é composta por glicoproteina (75 a 80%), lipidios (15 a 20%)
(MCVEY et al.,2017).

O crescimento de M. pachydermatis esta associado a ocorréncia mais
frequente em OE em cées. No entanto, essa levedura dependente de lipidio para o
seu crescimento quando isolada dos condutos da orelha externa e clinicamente
acometidos. Portanto, o motivo da detec¢gdo mais comum de M. panchydermatis pode
ser a facilidade relativa com que essa espécie € demostrada (MCVEY et al.,2017).

O género Candida contém mais de 200 espécies. C. albicans é a espécie mais
frequente em enfermidades animais. Ha trés formas das leveduras polimérficas de C.
albicans: célula leveduriforme, pseudo-hifa e hifaverdadeira septada (QUINN, et al.
2019).
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Nos meios de cultura de uso na rotina nas membranas mucosas, C. albicans
geralmente se multiplica como leveduras com brotamentos ovais (blastoconidios),
com 5 a 8 um de tamanho em determinada condi¢cbes de temperaturas, pH, nutricdo
e atmosfera, as leveduras originam tubos germinativos que se desenvolvem como
micélios com ramificacdo septada (MCVEY et al., 2017).

Infeccbes oportunistas causadas por espécies de Candida que ocorrem
esporadicamente. A invaséo tecidual e mucocutaneas localizada, com os fatores
predisponentes que incluem defeitos na imunidade mediada por células, doengas
concomitantes, disturbios da flora normal por uso prolongado de antimicrobianos e
danos a superficie mucosa (QUINN, et al. 2019).

Género Cryptococcus contém aproximadamente 37 espécies: C. neoformans
produz infec¢des oportunistas. Como C. neoformans que aparecem em preparagoes
de coloracdo com nanquim, e seu brotamento possuem uma conexao estreita. Uma
caracteristica dessa levedura é sua capsula mucopolissacaridica proeminente
(QUINN, et al. 2019).

C. neoformans € uma levedura, as células esféricas possuem de 2 a 20 um de
didmetro, produzem um Unico brotamento por um pedunculo fino, recoberto por
capsulas de polissacarideo. E um fungo monomérfico com morfologia semelhante no

tecido infectado e no ambiente, muito carateristico desse fungo (MCVEY et al.,2017).
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7. METODOLOGIA

Esta € uma pesquisa de analises descritivas dos dados de forma exploratoria
em laboratorio através de microscopia de swab otolégico de cées. O trabalho tem a
aprovagdo do Comité de ética no uso de animais (CEUA) do CEULP-ULBRA sob
registro n° 39.2019/01.

A coleta de material foi realizada no periodo que compreende 14 a 31 de
outubro de 2019. Foram coletadas 150 amostras de swabs otologicos de caninos
atendidos e eutanasiados (figura 2) na Unidade de Vigilancia e Controle de Zoonoses
de Palmas- TO. As amostras foram constituidas de 48 cdes e 27 cadelas com
diferentes idades e racas.

Os animais foram contidos para realizacdo do exame clinico otolégico. Com
auxilio de swab estéril foram coletadas amostras de conteido de ouvido externo
direito e esquerdo de cada céo e o registro da presenca ou auséncia de sinais clinicos
compativeis com otite foram documentados: 1) lesdo do epitélio; 2) presenca de
secrec¢do; 3) odor desagradavel; 4) dor localizada; 5) espessamento do epitélio e 6)
cabeca inclinada. Desta forma, considerando os sinais clinicos apresentados, as
amostras foram qualificadas em: saudavel (nenhum sinal clinico) e doente (pelo

menos um sinal clinico.

Figura 2 - Coletas de amostras do conduto auditivo externo do cédo (A) atendido de
atendimento ao animal (B) animal eutanasiado na UVCZ de Palmas — TO

Fonte: Arquivo pessoal, 2019
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ApoOs a coleta de cerumen dos ouvidos foi realizado o rolamento em trés pontos em
lamina de vidro para exame direto (figura 2-B), de forma que as laminas e os swabs
com meio de transporte (Stwart/LABORCLIN®) foram direcionados ao laboratorio de
Microbiologia do Centro Universitario Luterano de Palmas - CEULP/ULBRA para
analises.

Figura 3 — (A) Material utilizado na coleta das amostras; (B) exame direto em lamina usando
a coloragcdo KOH ou Azul de metileno

Fonte: Arquivo pessoal, 2019

As amostras no laboratorio foram analisadas individualmente, com a
observacéo de informacdes clinicas do animal. As laminas contendo as amostras dos
ouvidos foram submetidas a exame direto. Inicialmente as laminas foram fixadas e
corada com hidréxido de potassio (koh) a 20% e azul de metileno observadas em
aumento de 1000x com o auxilio do microscépio de luz (EM200/NIKON®), onde as
células leveduriformes foram guantificadas em 10 campos microscépicos, fazendo a
média aritmética para obter o nimero de leveduras por lamina.

As amostras foram quantificadas segundo método adaptado de NOBRE et al.
(1998), classificando-as em: exame A (zero a cinco leveduras) e exame B (mais que
cinco leveduras). O material enviado no swab, foi semeado em agar Sabouraund
(figura 3) dextrose 4% (DSA/HIMEDIA®) acrescido de 50 mg/ml de cloranfenicol que
inibe crescimento de bacteria e incubados por 12 dias em temperatura ambiente.

Foram consideradas culturas positivas, as colénias que apresentarem
morfologia macroscoépica e microscopica caracteristicas para Malassezia sp. Segundo
REBERG & BLAKEMORE (2005), que se procedeu com investigagcdo de outras
espécies de fungos nas amostras.
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8. RESULTADOS

Foram realizadas 14 visitas na UVCZ de Palmas- TO durante o més de outubro
de 2019. As coletas de contetdo de ouvido externo foram realizadas em 75 cées,
sendo as amostras coletadas de animais eutanasiados ou animais atendidos na
unidade com algum sinal de otopatia, conforme apresentado na tabela 1. De 75 cées
analisados foram obtidas 150 amostras, colhidas da cavidade auricular e meato

acustico externo de caes entre machos e fémeas.

Tabela 1 - Dados referentes aos sexos de animais provenientes da UVCZ que tiveram
conteudos de ouvido externo analisados no Laboratério de Microbiologia do CEULP-Ulbra.

Cées coletados Eutanasiados  Vivos Total Percentual
Machos 21 27 48 (64%)
Fémeas 16 11 27 (36%)
Total 37 38

Fonte: Autor, 2019.

Os resultados de sinais clinicos foram analisados em animais vivos que eram
submetidos a teste rapido imunocromatografico (DPP® para leishmaniose), os sinais
observados nos animais foram diretamente relacionados ao comprometimento da
saude da orelha (tabela 2).

A sintomatologia clinica apresentada consistia em: agitacao da cabeca, coceira
e esfregacédo de orelha, secrecao auricular, dor ao redor da orelha ou da cabeca,
manifestada por choro ou ganido, no momento da coleta, odor fétido, “manchas
quentes” na pele periocular, na regido de bochechas e atras da orelha. E nos animais
eutanasiados observou-se apenas orelha com bastante secrecdo purulenta, odor e

com eritema (figura 4).
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Tabela 2 - Resultados sintomatologia clinica evidenciados em caes provenientes da UVCZ de
Palmas.

Alguns Sinais Clinicos Numero Amostra/Animal Percentuais
Odor fétido 98 65%
Dor na coleta 31 20%
Secrecdao auricular 94 62%

Fonte: Autor, 2019.

Figura 4 - Auricula com secrecao, hiperqueratose em cao eutanasiado provenientes da UVCZ
de Palmas

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

No laboratério o primeiro procedimento realizado foi o exame direto esfregaco
com corante de azul de metileno e KOH. Os resultados do exame direto através de
esfregaco em laminas coradas foram observados em objetiva de 100x. Foram
registradas o niamero de leveduras por campo examinado. A lamina foi lida na sua
totalidade, obtendo-se o resultado em todo campo (figura 5). O resultado foi positivo
apenas para M. pachydermatis no total de 46 laminas e negativo para demais espécies
leveduriformes.
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Figura 5 - Esfregacgo direto de cerdmen de cées positivo para Malassezia pachydermatis.
Micromorfologia (objetiva de imerséo 100 X)

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Ap0s o exame direto todas as amostras foram semeadas em placas contendo

meio de cultura Sabouraund com Clorofenicol (figura 6).

Figura 6 - Montagem das placas com meio de cultura Sabouraund com Clorofenicol

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.
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Para as amostras cultivadas em condi¢cdes de aerobiose a 37° C por 12 dias
em meio Agar Sabouraund-dexotrose contendo Clorofenicol, observou-se as
aparéncias das col6nias e o crescimento sem a necessidade de suplementacdo de
lipideos, observando-se posteriormente as caracteristicas microscépicas. Para
amostra em semeaduras foram observadas 129 amostras positivas e 18 negativas
conforme apresentado no grafico 1 e na figura 7.

Gréfico 1 - Resultados de amostras de cerimen de ouvido externo de cdes provenientes da
UVCZ de Palmas, semeadas em placas agar Sabouraund

140
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0

® Numero de amostras

Fonte: Autor, 2019.

Figura 7 - Resultados de amostras placas agar Sabouraund negativas (A) placas positivas (B)
da UVCZ de Palmas-TO

Fonte: O autor, 2019
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Do total de 150 amostras, 129 (79,39%) foram positivas para cultura fungica,
havendo associacao entre dois microrganismos em 70 amostras (47,6%).

ApOGs a analise das 150 amostras, os resultados apresentaram crescimento
fungicos, com identificagdo de trés tipos de fungos distintos (tabela 3). O M.
pachydermtis foi o agente com maior frequéncia, seguido dos agentes C. albicans,
Rhodotorulas mucilaginosa. Foram observadas em cinco placas das 150 amostras,
duas espécies de fungos numa mesma placa de amostra. Destas 150 amostras, 30%
apresentavam no exame direto uma unica levedura, M. pachydermatis por campo

microscopico.

Tabela 3 - Prevaléncia de espécies leveduriformes provenientes de swabs de conduto auditivo
externo de cées provenientes da UVCZ de Palmas.

Fungos em meio de cultura Caes positivos Prevaléncia
C. albicans 13 10%
M. pachydermatis 98 75%
Rhodotorula mucilaginosa 18 13%
Total 129
Fungos em exame direto Caes positivos Prevaléncia
C. albicans - -
M. pachydermatis 36 100%
Rhodotorula mucilaginosa -
Total 36

Fonte: O autor, 2019

A espécie M. pachydermatis foi observada macroscopicamente na placa. As
colénias desta espécie possuem aspecto cremoso e o reverso da placa, amarelo
fosco. Caracterizando microscopicamente, observou-se células leveduriforme ovais
pequenas, algumas com blastoconidios e pseudo-hifas conforme demonstrado na

figura 8.
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Figura 8 - Resultados das analises microscépicas mostrando colénias das espécies M.
Pachydermatis

(A) Resultado da andlise macroscopica mostrando col6nias das espécies M. Pachydermatis;
(B) Resultado da analise microscopica mostrando a espécies M. Pachydermatis no esfregacgo (objetiva
de imersédo 100x).

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.

Para a espécie C. albicans a observacdo macroscopica mostrou colénias de
aspecto macia de superficie lisa com textura globosa Umida e coloragcéo branca, e
microscopicamente observou célula blastoconideos brotante e pseudo-hifas, assim

como representado na figura 9.

Figura 9 - Resultado da andlise macroscopica mostrando coldnias da espécie Candida
albicans

(A) Resultado da andlise macroscépica mostrando colénias da espécie Candida albicans;
(B) Resultado da analise microscdpica mostrando a espécie Candida albicans no esfregaco (objetiva
de imersao 100x)

Fonte: Arquivo pessoal, 2019.
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Rhodotorula mucilaginosa apresenta-se macroscopicamente com colénias de
aspecto mucoides, textura lisa de coloracdo vermelho coral com reverso da placa

vermelho fosco, e microscopicamente observou-se células esféricas Figura 10.

Figura 10 - Resultado da andalise macroscépica mostrando col6nias da espécie Rhodotorula

mucilaginosa

(A) Resultado da andlise macroscdpica mostrando col6nias da espécie Rhodotorula mucilaginosa;
(B) Resultado da andlise microscopica mostrando a espécie Rhodotorula mucilaginosa no esfregaco
(objetiva de imersao 100x)

Fonte: Arquivo pessoal ,2019.
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9. DISCUSSOES

O presente trabalho menciona dados de sinais clinicos em machos e fémeas.
Conforme mencionado na tabela 1, houve 48 coletas em machos e 27 em fémeas
atendidos na UVCZ. Durante o trabalho houve um maior nimero de animais machos
com sinais clinicos de otite Korbelik, (2019) aponta que os cdes machos e 0s de um a
oito anos de idade sdo mais afetados do que outros animais.

Martins, Momesso e Nardo (2011) ao observarem contetdo de conduto externo
de 274 cées, 166 eram fémeas e 108 machos. Estes autores constataram 130 fémeas
(47,43%) e 84 (30,64%) machos com isolamento de microrganismos espécie M.
pachydermatis causadores de otite. Ndo houve diferenca estatistica do isolamento de
microrganismo quanto aos sexos dos animais; corroborando com os estudos sobre
sobre M. Pachydermatis, de Silveira et al., (2008), e o de Oliveira et al., (2005). Porém
em outros estudos provavelmente que néo tenha predilecdo por sexo (MOTA et al.,
1999).

Em relag&o dos sinais clinicos encontrados, todos apresentavam sinal de otite
clinica externa. Agitacdo da cabeca, coceira e esfregacdo de orelha, secrecéo
auricular, dor ao redor da orelha ou da cabeca sdo mais frequentes. Desta forma,
considerando os sinais clinicos apresentados, o sinal com maior prevaléncia foi em
odor fétido e secrecdo auricular, os animais foram qualificados como doente (pelo
menos um sinal clinico) concordando com os estudos de Bornand (2003).

Este estudo menciona que entre todos 0s agentes, a espécie M. pachydermatis,
foi o mais frequente isolado nos cées, quando comparado as outras espécies de
fungos, tanto no exame direto quanto no exame por meio de cultura conforme
demonstrado no trabalho de Almeida (2016). Tais autores observaram a relagéo do
exame direto e o de cultura identificando por Malassezia spp. constatou que, nos
animais com OE a positividade no exame direto foi de 81,81% e na cultura registrou
86,36%. Ja 0s animais sem otopatia apresentaram 31,6% (19/60) positivos no exame
direto e 53,3% (32/60) na cultura. No presente estudo 67 dos animais foram positivos
para M. pachydermatis sendo que destes (47%) apresentaram sinais de otopatia com
relacdo a comparado do metodo desse estudo.

No exame direto a quantidade de levedura do conduto da orelha externa
normais geralmente € muito baixa para ser visualizada em amostra obtidas nesses
locais (MCVEY et al., 2017). A cultura microbiana ndo é o método de rotina para
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associar M. Pachydermatis a casos de otites. Em casos de OE a maioria das amostras
obtidas em tais condigoes contém bactérias e fungos filamentosos como Aspergillus,
que se multiplicam ambundantemente de forma mais r4pido que as leveduras de
multiplicacdo mais lenta. Assim, para determinar se ha envolvimento de M.
pachydermatis, torna-se mais rapido e viavel realizar o exame microscopico da
amostra (MCVEY et al.,2017).

Os resultados obtidos por Nobre (1998) mostram que M. pachydermatis foi o
agente com maior prevaléncia nas otites. Havendo um desequilibrio do
microambiente, h4 uma tendéncia ao aumento do numero de células de M.
pachydermatis, sendo o exame direto, através da contagem de células, um método
efetivo para avaliar a forma de parasitismo.

Outros agentes isolados através da cultura e esfregaco foram C. albicans e R.
mucilaginosa. Nao ha relatos sobre a patogenicidade desses dois agentes no conduto
aditivo em cées. Pois ndo sdo constituintes da microbiota natural, mas o estado de
imunossupressao provavelmente pela infeccdo por Leishmania sp. podem ter levado
as lesdes cutdneas do conduto auditivo nos cées e presenca das leveduras ja que
todos os animais analisados foram positivos para o protozoario.

Por outro lado, no trabalho de Bentubo, Gambal e Fischman (2010) concluir
gue Candida albicans e Rhodotorula mucilaginosa sao leveduras que compdem a
microbiota do pelame de cées, O conhecimento a respeito das espécies de leveduras
que constituem a microbiota pode trazer futuros esclarecimentos a respeito do
significado do isolamento de um agente microbiano comum, a partir de uma lesao,
especialmente no caso de animais imunossuprimidos, portanto susceptiveis as
infecgbes oportunistas. Para confirmagdo C. albicans, foram feitos teste em
germinacao em tubo e teste de urease para R. mucilaginosa.

Bentubo, Gambal e Fischman (2010), também afirma que no isolamento de C.
albicans obtida em sua investigagao caracteriza exposicéo e risco de infecgao tanto
para 0S animais quanto para 0S proprietarios susceptiveis que mantém estreito
contato com eles. As Leveduras R. mucilaginosa, presente em superficies umidas e
natural, também s&o residente/transitéria da microbiota normal da pele de cées;
(LUNARDI et al., 2006).

As leveduras parece capaz de induzir alteracdes inflamatorias no canal auditivo

externo de canino na presenca de umidade e demonstrou causar a doenca. Parece
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ter uma natureza oportunista e pode se tornar patogénico com qualquer alteracao no
microclima da superficie da pele ou na defesa do hospedeiro (KORBELIK, 2019).

Os animais direcionados para tal procedimento foram cées eutanasiados e
cdes com enfermidades nao trataveis, com imunossupressao e outros fatores que
muitas vezes comprometem a imunidade do animal, abrindo portas para infeccdes

oportunistas, dentre elas, infec¢des por leveduras.
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10.CONCLUSAO

O presente estudo mostrou trés diferentes espécies de leveduriformes
presentes no conduto auditivo externo dos cées constituindo M. pachydermatis, C.
albicans e R. mucilaginosa. Espécies como C. albicans e R. mucilaginosa nao foram

reveladas através do esfregaco, contudo foram observadas em culturas.

O presente trabalho avaliou através de dados, que espécies de levedura M.
pachydermatis teve mais prevaléncia em caes atendidos e eutanasiados na rotina da
UVCZ, mostrando importancia de determinar um parametro de contagem e de
metodologia de analise entre exames direto e cultura do agente a fim de que se
possam determinar formas da levedura. Soma-se a isso a clinica aqui estabelecida,

proporcionando categorizacao dos sinais clinicos.

Apesar das otites ndo apresentarem risco de morte para o animal ndo se pode
negligenciar esta doenca, pois, esta causa dor e pode até causar a perda da audicédo,
tendo entdo que ser tratada imediatamente. Nestes casos a analise microbiolégica é
muito importante, pois fornece um resultado com identificagéo dos agentes, barato e
pratico adiantando o tratamento.
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