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RESUMO

MAKITA, Mario Tatsuo. Diagnostico da otite externa em cies: comparaciao entre o
microbioma auricular e cultura bacteriana. 2024. 81f. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2024.

A otite externa canina ¢ a doenga auricular mais comum em caes, afetando aproximadamente
20% da populagdo, e ocorre quando ha desequilibrio no microambiente da orelha. O uso
indiscriminado de antimicrobianos no tratamento das otites contribui para a selecao de cepas
resistentes, dificultando a efetividade do tratamento. O objetivo deste estudo foi analisar a
microbiota presente em caes com otite externa e compara-la com os dados obtidos nas culturas
bacterianas. Foram coletadas amostras de 48 caes diagnosticados com otite externa durante
consultas em clinicas particulares, totalizando 106 swabs de orelhas. As amostras foram
coletadas em duplicata, com uma destinada para cultura bacteriana, inoculados em Agar Sangue
de Carneiro 5% e Agar Eosina-Azul de Metileno, e outra para extragio de DNA. Apos
purificacao, os isolados foram identificados por métodos fenotipicos, incluindo o MALDI-
TOF-MS. Ao todo, foram obtidos 125 isolados, pertencentes a 33 géneros/espécies bacterianas,
e os testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados por meio da técnica de disco-
difusdo. Ao total, 42 amostras atenderam aos critérios de qualidade e puderam ser sequenciadas.
A analise de abundancia revelou que os géneros Staphylococcus e Corynebacterium
destacaram-se nas populacdes otologicas. A beta-diversidade indicou uma correlagdao
significativa entre diferentes ragas, agrupando pelo menos dois grupos com comunidades
microbianas similares. As 40 amostras sequenciadas permitiram a comparagdo dos dados com
os resultados do isolamento bacteriano (55). Comparando os resultados, foi possivel observar
que 7,27% (4/55) dos isolados bacterianos ndo apareceram no sequenciamento. Em 30,91%
(17/55) das amostras, a cultura foi compativel com o género mais abundante no microbioma, e
em 61,82% (34/55) dos cultivos, o resultado da cultura ndo foi compativel com o
microrganismo mais abundante no sequenciamento. Deste ultimo, em 50,90% (28/55) dos
casos, 0 sequenciamento mostrou que existiam géneros cultivaveis mais abundantes do que
aqueles encontrados na cultura. Em 29,09% (16/55) das amostras, as bactérias mais abundantes
eram anaerobias. Em metade dos casos, populagdes de bactérias cultivaveis mais abundantes
nao foram isoladas, levantando duvidas sobre a capacidade das culturas em detectar o agente
infeccioso real da otite e se sdo representativas para a analise terapéutica por antibiograma.
Dessa forma, podemos concluir que as culturas bacterianas de otite nem sempre conseguem
detectar a populagdo bacteriana mais abundante. Além disso, os resultados indicaram
evidéncias de que o microbioma possui uma dinamica préopria e que o tratamento pode impactar
a diversidade da comunidade bacteriana.

Palavras-chave: Diversidade microbiana, diagnodstico microbioldgico, doenga otologica,
dermatologia veterinaria



ABSTRACT

MAKITA, Mario Tatsuo. Diagnosis of otitis externa in dogs: comparison between ear
microbiome and bacterial culture. 2024. 81p. Thesis (Doctorare in Veterinary Science).
Institute of Veterinary Medicine, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2024.

Canine otitis externa is the most common ear disease in dogs, affecting approximately 20% of
the population, and occurs when there is an imbalance in the ear's microenvironment. The
indiscriminate use of antimicrobials in the treatment of otitis contributes to the selection of
resistant strains, hindering the effectiveness of treatment. The aim of this study was to analyze
the microbiota present in dogs with otitis externa and compare it with the data obtained from
bacterial cultures. Samples were collected from 48 dogs diagnosed with otitis externa during
consultations at private clinics, totaling 106 ear swabs. The samples were collected in duplicate,
with one destined for bacterial culture, inoculated on 5% Sheep's Blood Agar and Eosin-
Methylene Blue Agar, and the other for DNA extraction. After purification, the isolates were
identified using phenotypic methods, including MALDI-TOF-MS. A total of 125 isolates were
obtained, belonging to 33 bacterial genera/species, and antimicrobial sensitivity tests were
carried out using the disk-diffusion technique. In total, 42 samples met the quality criteria and
could be sequenced. The abundance analysis revealed that the genera Staphylococcus and
Corynebacterium stood out in the otologic populations. Beta-diversity indicated a significant
correlation between different breeds, grouping at least two groups with similar microbial
communities. The 40 sequenced samples made it possible to compare the data with the bacterial
culture results. Comparing the results, it was possible to see that 7.27% (4) bacterial isolates
did not appear in the sequencing. In 30.91% (17) of the samples, the culture was compatible
with the most abundant genus in the microbiome, and in 61.82% (34) of the cultures, the culture
result was not compatible with the most abundant microorganism in the sequencing. Of the
latter, in 49.09% (27) of the cases, sequencing showed that there were more abundant cultivable
genera than those found in the culture. In 29.09% (16) samples, the most abundant bacteria
were anaerobic. In half of the cases, more abundant culturable bacterial populations were not
isolated, raising doubts about the ability of cultures to detect the actual infectious agent of otitis
and whether they are representative for therapeutic analysis by antibiogram. Thus, we can
conclude that bacterial cultures of otitis are not always able to detect the most abundant bacterial
population. In addition, the results provided evidence that microbiomes have their own
dynamics, and that treatment can have an impact on the diversity of the bacterial community.

Keywords: Microbial diversity, microbiological diagnosis, otologic disease, veterinary
dermatology



Quadro 1 -

Quadro 2 -

Quadro 3 -

Quadro 4 -

Quadro 5 -

Quadro 6 -

LISTA DE QUADROS

Principais causas primarias de otite eXterna .........c.cecceveereeriervenennns

Principais agentes em infeccdes secundarias ........coeceeveeevereeenieneenneenne.

Principais fatores predisponentes da otite externa ............ccoceevueernennee.

Principais fatores perpetuantes da otite exXterna ..........cceeeeeveeerveerennenns

Identificagdo fenotipica por teste bioquimicos e MALDI-TOF-MS ....

Dados das amostras sequenciadas e comparagao do resultado dos
cultivos bacterianos com SEqUENCIAMENTO .....cc.veeereveeeerreeerereerirreenreeenns



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

LISTA DE TABELAS

Numero de isolados a partir das amostras .........ccecceeeeveereeecieenieeeeeennen. 21
Resultados dos TSA para o género Staphylococcus SPp. ....ccveevveennnene. 24
Resultados dos TSA para Enterobacterales ...........ccoecveeeviieiiieencnneennee. 25
Resultados dos TSA para BGN-NF ......ccccooviiiiiiiiieeeecee e, 26
Resultados dos TSA para Corynebacterium Sp. .........ccceeveeeceeeveeeeeennen. 26
Resultados dos TSA para Enterococcus Sp. ...c..oeeeeeeeeeeeesueencveenevenneenn. 27

Diversidade de tdxons por niveis taXONOMICOS .........cceereveerreerereeveennnn. 28



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Anatomia da orelha canina. Em azul, o local sugerido para coleta das amostras
para diagnostico. Fonte: http://clinipet.com/Artigo/listar/otites.

Figura 2 — Crescimento misto em ASC5% e colonia pura, fermentadora em EMB. Fonte:
arquivo pessoal.

Figura 3 — Comparagdo das duas técnicas. Marcado em vermelho amostras descartadas e
em verde amostras com boa avaliagio em Nanodrop ™, porém sem presencga de banda.

Figura 4 — Comparacdo das duas técnicas. Marcado em amarelo amostras com boa
avalicdo em Nanodrop™ com presenca de banda e em verde amostras com boa avaliacio
em Nanodrop™, porém sem presenca de banda.

Figura 5 — A — Caixa UN3373 propria para envio de material bioldgico. B — Vista interna
da caixa. C — Vista interna do recipiente para o acondicionamento das amostras. D —
Preparacdo dos documentos para envio das amostras. E — Amostras identificagdo da
seladas para evitar vazamentos. F — Amostras com segunda identificagcdo e acondicionadas
no recipiente para envio.

Figura 6 — Curva de rarefacdo obtida a partir do sequenciamento das amostras
Figura 7 — Abundancia relativa a nivel de filo por animais

Figura 8 - Abundancia relativa a nivel de Género por animais

Figura 9 — Abundancia relativa de géneros bacterianos agrupados por raca
Figura 10 — Analise da B-diversidade para racas

Figura 11 — Dendrograma das amostras de orelha esquerda e direita utilizando a distancia
de Bray-Curtis.

Figura 12 — Abundancia relativa da orelha direita da Pizza em 3 momentos distintos
Figura 13 — Abundancia relativa a nivel de género antes e depois do tratamento
Figura 14 — Abundancia relativa a nivel de espécie antes e depois do tratamento

Figura 15 — Comparacdo dos resultados das culturas bacterianas e andlises dos
microbiomas

14

15

18

18

19

28

30

31

32

33

34

35

37

37

38



AMC
AMVF
ASC
BGN-NF
CLED
EMB
ESBL

FAO

IMViC
LABACVET
LASAVE

MALDI-TOF-MS

MDR
MRSP

NGS

NI
OD
OE
PCR
Pka
RAM
SCN
SRD
TCLE
TSA
TSI
TSSD

UNEP

WHO

WOAH

LISTAS DE ABREVIACOES E SIGLAS

Agar MacConkey

Agar Manitol Vermelho de Fenol

Agar Sangue de Carneiro 5%

Bastonete Gram-Negativo Nao-Fermentador

Agar Cistina-Lactose-Eletrolito-Deficiente

Agar Eosina-Azul de Metileno

Beta-lactamases de espectro estendido

Organizacao das Nagdes Unidas para a Alimentacao e Agricultura
(do inglés: Food and Agriculture Organization of the United Nations)
Indol, Vermelho de Metila, Voges-Proskauer e Citrato

Laboratério de Bacteriologia Veterinaria - UFRRJ

Laboratorio de Sanidade Avicola

Espectrometria de massa por ionizag¢ao e dessor¢do a laser assistida
por matriz — tempo de voo do inglés: Matrix Assisted Lazer
Desorption lonization — Time of Flight Mass Spectrometry
Multidroga-resistente

S. pseudintermedius resistentes a meticilina

Sequenciamento de Nova Geragdo (do inglés: Next Generation
Sequencing)

Nao informado

Orelha direita

Orelha esquerda

Reagdo em cadeia da polimerase

Proteinase K

Resisténcia antimicrobiana

Staphylococcus sp. coagulase-negativo

Sem raca definida

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos

Agar Trés Agucares Ferro (do inglés: Triple Sugar Iron)

Teste de sinergismo de disco-duplo

Programa para o Meio Ambiente (do inglés: United Nations
Environment Programme)

Organizacdo Mundial de Satde (do inglés: World Health
Organization)

Organizacdo Mundial de Saude Animal (do inglés: World
Organization for Animal Health)



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt s et ettt ettt et s et et eeees st eses et esesenesenanae
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t
2.1 Otite €XtETNA CANINA ......eeiuiietieiiieetieeieerite et esiee et esteesteestteeabeesateeseessseenseesnseenseesnseas 3
2.1.1 CaUuSAS PIIMATIAS .. .eeerurrreeireerireesteeesieeesteeeateeesseeessseeassseeessseesssseeenssesensseessssessnsees 3
2.1.2 Causas SECUNAATIAS .......eeuerueeieriertiettete ettt sttt ettt et e st e sbe et eateseeenbesaeesaeen 4
2.1.3 Fatores PrediSPONENLES .......ccccvieeeirieeeiieeereeeeieeeereeesireeesireeessaeeessseeensseeesseessseesnnes 5
2.1.4 Fatores PETPELUANLES ....eeeruvieeeiieeeieeeeiieesieeesiteeesteeeseteeesereeeeneeensseeensseeensseessseesnees 6
2.1.5 — Nova classificacao das OLILES ........c..eeeeeruiieeeiiieieeeeiieeeeeeitreeeeeeteeeeeeereeeeeeiaaeeeeeans 6
2.2 Microbioma auriCular CaNINO.........eevuuieieerieeiieriie ettt ettt ettt et et e e eaee e 7
2.3 Diagnostico microbioldgico da otite eXterna..........cccveevueerieeriierieerienieeiee e eseeeeenen 8
2.4 Resisténcia bacteriana e o tratamento das OtItesS..........evveveriereerieeieneenenieneeiean 10
3 MATERIAL E METODOS ........oooviiiieeieeeeeeeeeeeeeesee e se s ssenessseanessnees
3.1 Fluxograma do delineamento experimental ............ccccocevieneriienieninnenienccenee 12
3.2 Origem das AMOSIIAS ....cc.eevrieiiieeiieiie ettt ettt ettt e st bee st eesbee st e e sseeenbeeseesneean 13
3.2.1 Autorizagdo de uso de animais N PESQUISA.......ccvveerreerrrrerreeereerieeereeseeereesseennnens 13
3.2.2 Local de coleta das amOSLIAS ......cceevveeierieriieiiieienieenie ettt 13
3.2.3 SeleCA0 dOS PACIENLES ..ecuvveeeeiieeiiieeieeeeieeeeieeeeteeesteeesree e saeeesesaeessseeenseeesseeenneas 13
3.2.4 Coleta das AaMOSLIAS .....ee.veruieiieieiiiete ettt ettt sttt e 14
3.3 Processamento das AMOSIIAS.......cccuvieeeueeeecieeeeiieeeiteeeeieeeereeesreeesereeeseseeesaseeesseesnnnes 14
3.3.1 Recepcao das amMOSLTAS ......cccuvieeiuiieeiiieeeiieeeieeeeieeeeteeesaeeesreeesereeeseaeeesneeesseeennnas 14
3.3.2 Cultivo microbiol0gico das amOSIaS ........ccueeruiervieriieeiieriieeieeriee e eiee e eneee e 14
3.3.3 Analise presuntiva do crescimento bacteriano ...........ccccceeeeveeerieeenieeesiee e 15
3.4 Identificag@o por métodos tradiCioNAIS........eeeevereeiieeeeiieeeieeeeiee e e 15
3.4.1 Identificagdo de StaphyloCOCCUS...........ccueeeeeiiiiiieiiieieeeeeese et 16
3.4.2 Identificacao de Streptococcus € ENterOCOCCUS. .........uoecuueeecueeesreeeiieeeeieeenveeennnes 16
3.4.3 Identificagdo de Enterobacterales ................ccuueeeecueieieecieeeeeciieeeeeceeeeeecveee e 16
3.4.4 Identificagdo de Corynebacterium..............ccooceueecueeeeeeieieiieeieeesie et sie e 16
3.5 Identificagdo por MALDI-TOF-MS .......cccoiiiiiieeee et 16
3.6 Armazenamento na bacterioteca do LABACVET ......cccooiiiiiiiiiniineeeeeee 16
3.7 Teste de Sensibilidade a0S ANtiMiCTODIANOS .......cveeeeiieeeiieeiee e 17
3.8 Sequenciamento das AMOSIIAS ......c..eeeeueeeriiieeriiieeeieeeeieeeereeesaeeesereeereaeeesereeeneaeeennnes 17
3.8.1 Extragdo de DNA e analise da qualidade ..........cccoeevvieriiiiiiiiieiecieeeeeeeeee, 17

3.8.2 Envio das amostras para SEqUENCIAMENTO .........c.eeervreerveeerreeenreeesneeesreeensneeennes 19



3.8.3 Avaliacdo da qualidade e preparo das bibliotecas..........cccceveeeerieriienieeiieneeene. 20

3.8.4 Tratamento de dados do seqUeNCIAMENtO ........ccceeerireeriieeriie e e 20
4 RESULTADOS E DISCUSSAO........cotviiiiiiriieeiecineiesieseseiesisesssesessessessesesessessesenes
4.1 Identificac@o DACLEIIANA ...........cccuuiiiieiiiiieeeeiieee ettt e et eetae e e e eeaeeaeean 20
4.2 Cultura baCteriana.........cooueeiuiiiriieiieeiee ettt et st 21
4.3 Testes de Sensibilidade a ANtIMICTODIANOS ....c..eeuvereviriieiiniieniieieeie e 24
4.4 Analise dOS SEQUENCIAMENTOS ......eeeuviieirieeeieeeeiieeesreeesreeesreeesereeessreeessreeessseeensseeanns 28
4.4.1 Curva de rarefagao.........cceiieiuiiieiiiiiciie e 28
4.4.2 Abundancia relativa @eral...........ccooouiiiiiiiiiiiieie e 28
4.4.3 Abundancia relativa POT TACA......ccuuierivieerieeeeiieectieeeieeesreeesereeesereeeeaeeessaeeenaseennns 32
4.4.4 Analise de smilaridade ...........ccccevuieiiiiiniiiii e 34
4.4.5 Analise de amostras em 3 momentos diStiNtoS.........coeevuereereerierrieneinenieneeiens 35
4.4.6 Analise do animal em tratamento ............c.eevueeriieiiienieeiee e 36
4.5 Comparacao entre culturas bacterianas e analises do microbioma.................c......... 38
5 CONCLUSOES ..ottt n s s s aesesenananen

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........oouoioieeeeeeeeeeeecee e,
ANEXOS .o



1 INTRODUCAO

A otite externa canina ¢ a doenga auricular mais comum em caes, afetando cerca de 20%
da populagdo e sendo frequente na rotina clinica de animais de companhia (Bajwa, 2019; Cole,
2018; August, 1988). Sua origem pode ter multiplas causas, envolvendo fatores primarios,
secundarios, predisponentes e perpetuantes. A infec¢do microbiana raramente € causa inicial da
otite externa, sendo geralmente considerada um fator secunddrio. Para que a infeccdo se
desenvolva, ¢ necessario que ocorra um desequilibrio no microambiente auricular,
frequentemente desencadeado por um fator primario, predisponente e/ou perpetuante (Bajwa,
2019; Cole, 2018; August, 1988).

A resisténcia antimicrobiana ¢ um processo multifatorial cuja dindmica de emergéncia
e disseminagdo ambiental ainda ¢ pouco compreendida. O uso indiscriminado de
antimicrobianos ¢ um dos principais fatores que contribuem para o aumento dessa resisténcia.
Para reduzir a presenca de microrganismos multirresistente no contexto clinico humano e
veterindrio, € com o intuito de alinhar as a¢des em torno do uso responsavel de antimicrobianos,
a Assembleia Mundial de Satide, em maio de 2015, uniu a WHO (World Health Organization),
WOAH (World Organization for Animal Health), UNEP (United Nations Environment
Programme) e da FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations), para adotar
o Plano de Acdo Global na Resisténcia Bacteriana (WHO, 2015). Esta iniciativa reflete um
consenso global sobre o fato de que a resisténcia aos antimicrobianos representa uma grave
ameaca a saude humana e animal, com o objetivo garantir, pelo maior tempo possivel, a
prevengao e o tratamento bem-sucedido de doengas infecciosas com medicamentos eficazes e
seguros (WHO, 2015; WHO, 2023).

Durante muito tempo, a microbiota do conduto auditivo de caes, tanto doentes quanto
higidos, foi amplamente estudada por meio de métodos de cultivo. Com o avango das técnicas
de sequenciamento genético, especialmente o Sequenciamento de Nova Geracao (do inglés:
Next Generation Sequencing - NGS), tornou-se possivel realizar um estudo mais aprofundado
deste microbioma.

Esses dados revelam que hd uma vasta comunidade bacteriana associada a orelha
externa canina, ainda amplamente desconhecida. Da mesma forma, pouco se sabe sobre a
resisténcia aos antimicrobianos nesse microambiente, incluindo os seus impactos clinicos e
epidemioldgicos a longo prazo no tratamento das otites caninas. Embora os tratamentos sejam
baseados nos microrganismos identificados nos cultivos, ainda ndo compreendemos
plenamente a contribuicao de outras espécies na patogénese e seu comportamento frente ao uso
dos antimicrobianos. E possivel especular que, assim como no tratamento de uma gastroenterite
por meio da recomposi¢ao da microbiota, 0 mesmo principio possa ser aplicado ao se tratar
uma otite externa, com manejo do microambiente, restaura¢do da comunidade natural e
tratamento da doenca de base, sem necessidade de utilizacdo de antibioticos.

Compreender a composi¢ao da microbiota otologica na doenca ¢ fundamental para
identificar possiveis marcadores de alteragdo, além de entender a dindmica presente nessas
situagoes. Esse conhecimento permitird avaliar se a cultura para fins de diagndstico €, de fato,
o melhor método de diagnostico para a otite externa e se as bactérias isoladas sdo confiaveis
para determinar as melhores opgdes terap€uticas. No futuro, esses achados podem fornecer
subsidios para o desenvolvimento de abordagens alternativas, sem o uso de antimicrobianos,
no controle da otite externa, além de aprimorar a compreensao da patogénese da doenca e
contribuir para sua prevengao.

E possivel teorizar que o uso de antibidticos ndo seja necessario para o tratamento da
otite externa, desde que o tratamento da doenga de base e o manejo adequado do conduto
auditivo sejam realizados. O conhecimento da microbiota normal do conduto auditivo ¢ ainda
recente e inconclusivo. Ampliar esse entendimento pode proporcionar uma melhor
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compreensao da génese das otites, além de permitir um aprofundamento melhor a dindmica dos
genes de resisténcia naquele microambiente. Os resultados oriundos da comparagao do
microbioma com a cultura vao contribuir com a melhoria do diagnostico e consequentemente
com a prevengao, tratamento e uso responsavel dos antimicrobianos.

Este trabalho visa contribuir para o uso consciente de antimicrobianos, assim como
esclarecer o papel da microbiota natural da orelha, ao estudar a otite canina externa e investigar
a possibilidade de tratd-la sem a utilizagdo de antibidticos. O estudo buscou analisar os
microrganismos presentes no microbioma auricular, a capacidade da cultura em detectar os
microrganismos cultivaveis mais abundantes e os perfis de resisténcia, com o intuito de
aprofundar a compreensao sobre esse tema ainda pouco explorado.

A busca por conhecimentos que auxiliem os médicos veterinarios no tratamento de
microrganismos multidroga-resistentes (MDR) tem se tornado uma demanda crescente. O
presente estudo buscou caracterizar o microbioma do conduto auricular e avaliar se a cultura
bacteriana ¢ capaz de identificar o agente causador da infec¢do na otite. A presenga de
microrganismos MDR ¢ frequente em quadros de otite externa canina, o que torna comum a
situagdo em que ha poucas, ou até mesmo nenhuma, op¢des de antimicrobianos topicos para o
tratamento. Compreender o microbioma e entender sua participagdo no tratamento da orelha
pode ser uma alternativa para a resolugdo desses casos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Otite externa canina

A otite ¢ a doenga auricular mais comum em caes, atingindo 10-20% da populagdo, e
pode ter varias origens, que se dividem em fatores primarios, secundarios, predisponentes e
perpetuantes (Bajwa, 2019; Cole, 2018; August, 1988). Embora os fatores predisponentes ¢
perpetuantes nao sejam os causadores diretos da doenga, eles tém um papel importante na sua
evolucao e nos processos patologicos (Ponn et al., 2024; Bajwa, 2019; Perego et al. 2014).

Alguns estudos sugerem que os fatores secundarios podem ser considerados
perpetuantes, uma vez que infec¢des recorrentes ajudam a manter a inflamac¢do no canal
auditivo (O’Neill, 2021; Perego et al. 2014; Nardoni et al., 2005). Embora ndo sejam
responsaveis pela otite, esses fatores podem dificultar o tratamento e aumentar o risco de
recidivas (Ponn et al., 2024; Paterson, 2016).

2.1.1 Causas primarias

As causas primarias geralmente causam diversos desequilibrios, tanto de forma
sistémica no organismo, quanto limitado ao microambiente da orelha, sendo responséaveis por
iniciar o processo inflamatorio que leva ao desenvolvimento da otite externa (Ponn et al., 2024;
O’Neill, 2021; Paterson, 2016; Velegraki et al., 2015; Gaitanis et al., 2012). Erros no
diagnostico e no tratamento dessas causas sdo as principais razdes para o fracasso no
tratamento, resultando em recidivas e na cronificagdo das otites (Cole, 2018; Paterson, 2016).
As causas primarias mais comuns estdo listadas no Quadro 1.

Quadro 1 - Principais causas primarias de otite externa

Ectoparasitas (4caros e carrapatos) Otodectes spp., Demodex spp., Sarcoptes spp.,
Notoedres spp., Rhipicephalus sanguineus
Doengas alérgicas Atopia, alergia alimentar, alergia por contato
Endocrinopatias Hipotiroidismo, hiperadrenocorticismo
Pénfigo folidceo, pénfigo bolhoso, lupus
Doengas autoimunes/ imune-mediado eritomatoso, eritema multiforme, vasculite,
erupgdes medicamentosas, celulite juvenil
Desordens de queratinizagdo Adenite sebacea, seborreia idiopatica
Corpo estranho Material vegetal, areia, terra, agua, algodao

Adaptado de Paterson et al., 2016

Entre as causas primarias destacam-se as dermatites alérgicas, em especial a dermatite
atopica canina, sdo os principais fatores responsaveis pelo surgimento da otite externa (O’Neill,
2021; Zur et al., 2011; Paterson, 2002; Saridomichelakis et al., 2007; Zur et al., 2011).
Pesquisas indicaram que, em média, 75% dos cdes com otite t€ém a dermatite atopica como
causa primaria. No entanto, também foi observado que algumas ragas t€ém maior predisposi¢cao
para desenvolver otite, embora ndo se possa afirmar que had uma relacdo direta entre ambas as
condig¢des (Zur et al., 2011; Saridomichelakis et al., 2007; Paterson, 2002).

O prurido causado pela alergia faz com que os animais cocem as orelhas e agitem a
cabeca, 0 que aumenta o risco de colisdes acidentais com objetos, podendo causar lesdes no
pavilhdo auricular ja& comprometido e favorecendo o surgimento de infec¢des secundarias ou
complicacdes, como otohematomas (Rodrigues et al., 2016). Esse tipo de causa primaria,
juntamente com alergias alimentares, infestagdes por ectoparasitas, como a otocariase, e
disturbios de queratinizacdo, sdo mais comuns em animais jovens. Embora rara, a celulite
juvenil também pode ser responsavel por otite aguda em filhotes (Larsson & Lucas, 2020;
Paterson, 2016). Nos casos de otite externa em animais adultos ou idosos, embora a etiologia
alérgica ndo deva ser descartada, doencas sistémicas, principalmente disfun¢des enddcrinas, e
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corpos estranhos sdo geralmente os principais fatores que desencadeiam a condicao (Larsson &
Lucas, 2020; Paterson, 2016).

Uma causa primaria importante em animais adultos e idosos sdo as neoplasias, que
geralmente provocam alteragdes unilaterais e, em tratamentos empiricos, apresentam uma
resposta insatisfatoria as terapias sintomaticas. Doengas autoimunes, como o pénfigo foliaceo,
e doengas imunomediadas, como adenite sebacea, podem ocorrer em qualquer idade e, por
vezes, afetam exclusivamente as orelhas. Além disso, corpos estranhos também podem
desencadear otite, normalmente de forma aguda. Essas situagdes sdo dolorosas, normalmente
com comprometimento unilateral, gerando grande desconforto e frequentemente levando o
animal a agravar o trauma por conta propria, com a tentativa de retirar o corpo estranho com as
patas (Larsson & Lucas, 2020; Paterson, 2016).

2.1.2 Causas secundarias

A infec¢do microbiana raramente € a causa principal das otites externas (Bajwa, 2019;
Paterson, 2016). Para que a infecgdo se estabeleca, ¢ necessario que haja algum desequilibrio
no ambiente auricular (umidade, temperatura, pH, aeragdo), sendo favorecida por fatores
predisponentes e perpetuantes. A cronificagdo da infeccdo pode levar a hiperplasia epitelial e
glandular, resultando na estenose do canal auditivo, o que agrava o quadro e se torna um fator
perpetuante. Os agentes infecciosos mais comuns as otites externas em caes € gatos estdo
listados no Quadro 2.

Quadro 2 - Principais agentes em infeccoes secundarias
Bactérias Gram-positivas
Staphycoccus spp.
Streptococcus spp.
Corynebacterium spp.
Bactérias Gram-positivas
Enterococcus spp.
Bactérias Gram-negativas
Pseudomonas spp.
Proteus spp.

Escherichia coli
Malassezia spp.

Candida spp. (raro)

Bactérias em infec¢des agudas

Bactérias em infec¢des cronicas

Leveduras

Adaptado de Paterson et al., 2016

Staphylococcus ~ coagulase-positivos, especialmente S.  pseudintermedius, e
Staphylococcus coagulase-negativos sdo frequentemente encontrados na pele € no conduto
auditivo desses animais. Nas infec¢des agudas, predominam populagdes de bactérias cocodides
Gram-positivas e leveduras, como Malassezia spp. Com a cronificacdo, infec¢des mistas
envolvendo bastonetes Gram-negativos se tornam comuns, sendo as mesmas frequentemente
transferidas pelas patas dos animais durante o ato de cocgar, levando os microrganismos do
ambiente para a orelha (Choi et al., 2018; Korbelik et al., 2019; Harvey et al., 2005).

Em casos cronicos mais avangados, um microrganismo pode se destacar devido a
competicdo por nutrientes, seja ele fungico ou bacteriano, resultando em culturas puras nos
diagnosticos microbioldgicos. As infec¢des mistas, com a presenga de bactérias e leveduras,
sdo frequentes, e, por isso, os tratamentos que combinam antifingicos e antimicrobianos
apresentam melhores resultados em terapias empiricas (Ponn et al., 2024; Paterson, 2016).
Atualmente, recomenda-se evitar o tratamento empirico e adotar uma abordagem mais
direcionada, através do exame citologico do cerumen otoldgico, tratando os agentes
identificados. Na auséncia de um tratamento adequado, a otite externa pode evoluir para otite
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média, e, caso persista, pode progredir para otite interna (Larsson & Lucas, 2020; Paterson,
2016).

2.1.3 Fatores predisponentes

Os fatores predisponentes sdo aqueles que favorecem o desenvolvimento da otite
externa, mas sua presenca isolada ndo € suficiente para iniciar o processo inflamatorio (Quadro
3).

Quadro 3 - Principais fatores predisponentes da otite externa

Pelos no canal auricular (Poodle), pavilhdo
auricular pendular (Teckel, Bloodhound), canal
Conformagao auricular estreito (Shar-pei), pavilhdo concavo e
com pelos (Spaniel), tecido glandular aumentado
no canal auricular (Cocker Spaniel)

Fatores ambientais (calor e umidade), contato com

Secregdes excessivas agua, produtos de limpeza e solugdes
antibacterianas a base de dgua
Doengas auriculares obstrutivas Neoplasias, p6lipos, cistos

Renal,  hepatica,  pancredtica,  organismo
debilitado, endocrinopatias

Solugdes de limpeza com potencial alergénico
(solugdes acidas, adstringentes, alcoodlicas),

Doengas sistémicas

Tratamentos limpeza traumatica (uso excessivo de algoddo
seco), uso excessivo e indiscriminado de
antimicrobianos

Adaptado Paterson et al., 2016

Entre os fatores predisponentes mais relevantes estdo a conformagao do ouvido (formato
anatomico do pavilhdo auricular), a presenga de pelos no canal auditivo ou na prépria cavidade
do pavilhdo, doencas auriculares obstrutivas, doengas sistémicas, praticas de limpeza excessiva
ou inadequada, além da quantidade de secre¢ao glandular produzida no canal (Ponn et al., 2024;
O’Neill, 2021; Paterson, 2016).

Alguns estudos demonstraram que cdes de racas com orelhas pendulares ou com pelos
nas auriculas t€ém maior propensdo a desenvolver otite. No entanto, nem todos os animais com
orelhas pendulares apresentam a doenca, o que reforca a ideia de que € necessario um fator
adicional para desencadear a inflamacao (Saengchoowong et al., 2023; Hayes et al., 1987).

O microambiente da orelha, quando alterado, passa a ser um fator predisponente para o
desenvolvimento da otite (Nutall, 2023; Hayes et al., 1987; Grono, 1970ab). Um exemplo disso
sdo os animais com orelhas frequentemente umidas, seja devido ao contato constante com agua
ou ao uso excessivo de solugdes de limpeza ou antimicrobianas a base de dgua, o que estimula
a producdo de cerume e favorece o desenvolvimento e/ou manutencdo da infecgdo,
especialmente as fungicas (Larsson & Lucas, 2020; Paterson, 2016). Ragas como o Shar-pei
também podem apresentar naturalmente umidade aumentada no pavilhdo auricular devido a
conformacdo da orelha, descrita como "formato de caixa", caracterizada pela ponta firme e para
frente (Grono, 1970ab).

A temperatura ¢ outro fator importante no desenvolvimento da otite. Grono (1970ab)
sugere ainda que as condig¢des climaticas podem impactar o microambiente auricular, e Hayes
et al. (1987) relataram que pode levar de 2 a 3 meses para que a influéncia desse fenomeno se
reflita no surgimento da infeccdo. Esse argumento ajuda a explicar por que, em climas
temperados, ha o aumento da prevaléncia da otite no final do verdo e inicio do outono, periodos
mais quentes e imidos. Também ¢ comum que, nessa época, ocorra um aumento das alergias



causadas pelos polens, um dos fatores primarios mencionados como relevantes no
desencadeamento da doenca.

Doengas que comprometem o organismo de forma sistémica como as hepaticas, renais
e pancreaticas, provocam a debilidade de forma generalizada, o que favorece o surgimento de
disfung¢des em varios sistemas, e podem predispor as otites, e sdo, portanto, consideradas fatores
predisponentes (Paterson, 2016).

Para garantir o sucesso terapéutico, € necessario realizar a limpeza do pavilhdo auricular
antes de iniciar o tratamento escolhido. O uso excessivo de algodao seco para limpeza pode
causar traumas na pele, favorecendo a infeccdo oportunista. Produtos de higiene contendo
acidos, agentes adstringentes ou alcool podem provocar reagdes alérgicas em animais sensiveis,
0 que, por sua vez, pode se tornar o fator primario (Paterson, 2016).

2.1.4 Fatores perpetuantes

Os fatores perpetuantes sdo aqueles que favorecem a manutengdo da infeccdo ou que
facilitam sua recorréncia. Os principais fatores estao associados a cronicidade da otite e estao
descritos no Quadro 4.

Quadro 4 - Principais fatores perpetuantes da otite externa

Inflamagdo leva a falha na
migragdo epitelial.  Alteraco
aguda: edema e hiperplasia.
Alteracdes na parede do canal Alteragdo cronica: alteragdes
proliferativas, estenose do canal,
calcificacdo do tecido fibroso

Alteragdes patologicas no canal
auricular externo

pericartilaginoso
Hiperplasia de glandulas
Alteragdes no tecido glandular sebaceas e ceruminosas,
hidradenite
Alterag¢des no timpano Dilatacdo, ruptura
Aguda r(ril(l)llzz)o 1est:anho, exsudato
Otite Média QUL -
. Formagao de biofilme, alteragdo
Croénica

ossea na bulha

Adaptado de Paterson et al., 2016

Hiperplasias do tecido epitelial e das glandulas resultam na diminui¢cdo do canal
auricular e no aumento da produgdo de cerume, o que favorece a infec¢do. A progressdo para
otite média dificulta o tratamento, uma vez que os medicamentos t€ém acesso reduzido ao local
da infecgdo. A situagdo se complica ainda mais quando os microrganismos envolvidos formam
biofilmes, pois, mesmo com o tratamento clinico da otite externa, a recidiva em pouco tempo
se torna mais provavel, sendo, em alguns casos, necessdria a intervengdo cirirgica para um
tratamento efetivo e definitivo (Chan et al., 2019; Paterson, 2016; Pye et al., 2013).

2.1.5 — Nova classificacao das otites

Larsson e Lucas (2020) propuseram uma abordagem diferente para a classificagcao das
otites. Eles sugeriram dividi-las em cinco tipos: Ceruminosa, Eczematosa, Bacteriana,
Hiperplasica e Estenosante. Essa categoriza¢do estd muito mais voltada para os sinais clinicos
das doengas do que com os aspectos relacionados ao seu desenvolvimento. No entanto, €
importante destacar que muitos trabalhos sobre otite atualmente adotam essa classificagao.

De maneira sucinta, a otite ceruminosa ¢ caracterizada pela presenca excessiva de
cerimen, acompanhada de inflamacao, principalmente eritema e edema. Esse tipo de otite esta
geralmente associado a duas causas principais: produgdo excessiva de cerimen e otocariase.
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No primeiro caso, algumas ragas, como Labrador, Cocker Americano, Cocker Inglés, Golden
Retriever, Shar-pei, Shih-Tzu, entre outras, tém uma predisposicdo genética para produzir
ceramen em excesso. O prurido, eritema e edema sdo, geralmente, consequéncia de disbiose e
da abundancia de bactérias e leveduras, especialmente Malassezia pachydermatis (Larsson e
Lucas, 2020; Paterson, 2016).

A otite eczematosa apresenta caracteristicas tipicas de eczema, como pele ressecada,
descamacdo, vermelhiddo, inchaco, bolhas ou feridas na pele. Ela estd mais associada as
dermatites alérgicas, incluindo dermatite atdpica, causadas por picadas de ectoparasitas ou
reagoes alimentares (Larsson e Lucas, 2020; Paterson, 2016).

A otite bacteriana ¢ diagnosticada quando ha evidéncia de pus, que pode ser observada
tanto no exame Otico direto quanto na otoscopia. Ja na otite hiperplasica, observa-se edema e
estenose parcial da luz do canal auditivo, permitindo ainda alguma passagem. Essa condicao ¢
uma fase cronica das otites anteriores. A otite estenosante, por fim, € caracterizada pela estenose
completa do canal auricular, que fica totalmente ocluido. Este ¢ o quadro final de todas as outras
otites, independente das etiologias, € com curso indiscutivelmente cronico (Larsson & Lucas,
2020). E importante observar que as classifica¢des podem se sobrepor, de modo que um mesmo

animal pode ser classificado em mais de um tipo de otite (Larsson e Lucas, 2020; Paterson,
2016).

2.2 Microbioma auricular canino

Durante muito tempo a microbiota do conduto auditivo de cdes, com otite e higidos, foi
massivamente estudada por métodos de cultivo. Com o avango tecnologico de sequenciamento
genético, especificamente técnicas de NGS, estd sendo possivel um estudo aprofundado deste
microbioma. Pelo menos nove andlises metagenomicas do microbioma do canal auditivo canino
foram realizadas, com sete delas avaliando caes com otite externa (Saengchoowong et al., 2023;
Leonard et al, 2022; Kasai ef al., 2021; Borriello et al., 2020; Bradley et al., 2020; Tang et al.,
2020; Korbelik ef al., 2019; Ngo et al., 2018; Rodrigues-Hoffmann et al., 2014).

Ngo et al. (2018) descobriram que existe uma diferenga entre a microbiota auricular de
cdes com dermatite atdpica e de caes sem a doenga, ambos grupos com condutos auriculares
saudaveis. Foi verificado ainda que cdes sem atopia possuiam predominancia de E. coli na
populagdo do conduto, contradizendo os achados por cultivo que relatavam essa espécie
associada apenas ao ouvido doente (Ngo et al., 2018; Paterson, 2016). Muitos desses trabalhos
ndo associam, no entanto, a gravidade da doenga com a microbiota alterada, ponto que ¢
considerado por Kasai et al (2021).

Estudos recentes indicaram que o canal auditivo canino ¢ colonizado por comunidades
microbianas muito mais ricas ¢ diversas do que as observadas anteriormente, com base em
métodos de cultura (Kasai ef al., 2021; Oliveira et al., 2008; Lyskova et al., 2007). Da mesma
forma, foi observado que a diversidade e a riqueza de espécies microbianas sao
significativamente menores na microbiota do canal auditivo de cdes com otite externa, em
comparagao com os condutos saudaveis (Kasai ef al., 2021; Korbelik ef al., 2019).

O estudo conduzido por Saengchoowong e colaboradores em 2023, investigou a
comunidade microbiana em cdes com orelhas eretas e pendulares, com e sem otite. Os
resultados, de forma geral, mostraram que a diversidade microbiana nas orelhas de cdes sem
otite era maior do que nas orelhas com otite, independente da estrutura da orelha. No entanto,
foi observado que Staphylococcus era mais dominante em caes saudaveis com orelhas
pendulares, ao contrario do que ocorreu em cades com orelhas eretas. O género
Novosphingobium foi o mais abundante nas orelhas eretas de caes saudaveis, embora também
estivesse presente nas orelhas pendulares, ndo existindo diferenca significativa entre as
populacdes. O estudo ainda revelou que os géneros Proteus, Staphylococcus, Tissierella e
Achromobacter eram prevalentes nas orelhas eretas com otite, enquanto Pseudomonas,
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Cloacibacterium e Dechloromonas dominaram nas orelhas pendulares. Staphylococcus foi o
género com maior diferenga entre os caes com e sem otite. No entanto, o estudo ndo abordou
as condi¢des das doengas basais ou a quantidade de pelos no conduto auditivo, fatores que
poderiam influenciar os resultados. Como mencionado por Ngo et al. (2018), cdes atopicos
podem apresentar maior quantidade de Staphylococcus em seu microbioma, o que pode ter sido
um ponto relevante no trabalho de Saengchoowong et al. (2023).

J& foi realizada também a comparacdo entre o exame citologico direto, a cultura
bacteriana e o sequenciamento de 16S do microbioma (Leonard et al., 2022). A partir de 20
amostras analisadas, foi observada uma correlacdo de 60% entre a citologia e a cultura
bacteriana. Entre as culturas e os sequenciamentos, a correlacdo foi de 70% quando avaliados
pela abundancia relativa total. Do total de espécies bacterianas encontradas, 38,7% nao foram
reveladas na cultura bacteriana, sendo que, na maioria das vezes, Corynebacterium foi o género
mais associado a essa discrepancia. Isso demonstra que muitas bactérias identificadas por
sequenciamento podem ndo aparecer nas culturas, ressaltando a importdncia de uma
interpretacdo critica dos resultados.

Os dados revelam uma comunidade bacteriana ampla associada ao microambiente
auricular canino, ainda pouco explorada. As disbioses ocorrem por diversas causas, € cada uma
delas pode afetar o microbioma de maneiras distintas. Atualmente, os estudos buscam entender
as condi¢des mais comuns na pratica clinica, mas, nos proximos anos, a tendéncia é que se
isolem cada vez mais as varidveis, permitindo uma compreensao mais aprofundada de como
cada fator impacta o microbioma. Embora essa abordagem contribua para uma melhor
compreensdo da patogénese da doenca e da dindmica do microbioma, ¢ fundamental que, em
determinado momento, os estudos passem a integrar essas variaveis. SO assim serd possivel
compreender de forma mais completa o curso natural da afeccdo, o que permitird avangar na
definicao das estratégias mais eficazes de prevengdo e tratamento.

2.3 Diagnéstico microbiologico da otite externa

O diagnoéstico microbiologico veterinario desempenha papel crucial na identificagdo e
caracterizagcdo de infec¢des bacterianas, fungicas e outras doencas de origem microbiana em
animais. Um dos métodos mais tradicionais e amplamente utilizados ¢ o cultivo microbiologico,
que consiste na multiplicagdo e isolamento de microrganismos a partir de amostras clinicas em
ambientes in vitro, como meios de culturas. Ha anos, diferentes técnicas de cultivo tém sido
empregadas, fornecendo dados valiosos sobre a prevaléncia dos agentes patogé€nicos mais
comuns e os perfis de sensibilidade a antimicrobianos em cada tipo de infeccao.

E importante que exista uma comunicagdo constante entre o clinico ¢ o laboratorista
veterindrio, visto que tal relacdo influenciard fortemente na qualidade e interpretacdo dos
exames. Caso o clinico tenha duvidas sobre qual amostra coletar ou como realiza-la, o ideal ¢
que procure orientacdo do laboratorio antes de proceder. As amostras devem ser apropriadas ao
objetivo especifico, como diagnostico, vigilancia ou monitoramento da infec¢do e da resposta
a tratamentos antimicrobianos. Um diagnoéstico clinico nao pode ser confirmado com amostras
inadequadas. No controle de doengas, as amostras devem ser coletadas de maneira sistematica
e com um propoésito bem definido. Considerando que os testes laboratoriais podem ser caros e
demorados, ¢ crucial evitar o desperdicio de recursos em informagdes irrelevantes (Koneman
et al.,2018; Markey et al., 2013).

E fundamental que o clinico informe ao laboratério se o paciente recebeu tratamento
prévio ou se esta em tratamento no momento da coleta. Essa informag¢do permite que sejam
adotadas medidas adequadas para aumentar as chances de isolar as bactérias ou, se necessario,
utilizar métodos alternativos de deteccdo, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
(Markey et al., 2013). Caso nenhuma medida possa ser tomada, pelo menos esse conhecimento
ajudara na interpretagdo do exame, especialmente em casos de resultados negativos.



Com base nas observagdes iniciais, o microbiologista deve avaliar a natureza das
colonias isoladas e determinar os procedimentos adicionais. Os parametros relevantes a serem
considerados incluem as caracteristicas e a quantidade relativa de cada tipo de colonia isolada
em meio de agar; a pureza das colOnias; a reacao de Gram; a morfologia das bactérias em cada
tipo de colonia; e as mudangas no meio que refletem as atividades metabolicas das bactérias
adjacentes (Koneman et al., 2018).

Além disso, acredita-se que bactérias isoladas em concentragdes muito baixas raramente
tém importancia clinica, ¢ o longo tempo necessario para o isolamento geralmente torna essa
informagao irrelevante para o tratamento eficaz (Koneman et al, 2018).

Contaminantes bacterianos, originarios da microbiota indigena, do ambiente externo ou
da invasdo post mortem, podem ser encontrados nas placas juntamente com o patdégeno de
interesse. Considera-se que ha “contaminagdo” quando diferentes tipos bacterianos
(morfotipos) estdo presentes. Essas coldnias, visualmente distintas, geralmente representam
espécies, ou até mesmo géneros, distintos, mas também podem ser variantes fenotipicas de um
mesmo microrganismo. A Unica maneira de garantir que varias espécies bacterianas foram
isoladas ¢ identificando todas elas, o que pode tornar o processo laborioso e gerar custos
desnecessarios (Koneman et al., 2018). Na pratica, ¢ importante avaliar se as colonias sdo
suficientemente diferentes para justificar a caracterizacdo do crescimento como misto. Além
disso, colonias que aparecam apenas na segunda ou terceira estria de uma placa, sem nenhum
crescimento na zona inicial de inoculacdo, podem ser consideradas contaminagdo e ignoradas.

Os resultados de cultura provenientes de amostras de otite sdo, com frequéncia,
“contaminadas”, ou seja, com crescimento mistos na culturas. Na pesquisa de Leonard et al.
(2022), a partir de 16 espécies isoladas, foram observadas 4/20 (20%) de amostras com um tipo
bacteriano, 4/20 (20%) com dois tipos bacterianos, 9/20 (45%) com trés tipos bacterianos e 3/20
(15%) com quatro tipos bacterianos. Ao total, 20% das amostras estavam puras ¢ 80% com
crescimentos mistos. Oliveira ef al. (2008), isolaram 100 espécimes bacterianos a partir de 50
amostras e obtiveram propor¢des similares: 9/50 (18%) das amostras com um unico
microrganismo, 31/50 (62%) com dois microrganismos e 10/50 (20%) com 3 ou mais agentes.
Ao total, 18% das amostras com pureza e 82% com crescimentos mistos. Isso demonstras que
¢ esperado que amostras de otite tenham crescimento polimicrobiano, trazendo grandes desafios
para este diagndstico.

Um principio conceitual pode ser utilizado para definir qual o agente estaria relacionado
com a otite: definir aquelas nas quais os agentes isolados sdo altamente provaveis de serem
isolados e aquelas nas quais os agentes isolados ndo podem ser interpretados com confianga
(Koneman et al., 2018). Bactérias mais comuns em casos agudos ou casos cronicos, poderiam
ganhar mais valor diagndstico, como sugerido por Paterson (2016), porém muitas vezes o
historico ndo ¢ associado a requisi¢ao do paciente.

A interpretacdo dos resultados torna-se mais desafiadora quando encontramos uma
unica colonia de um microrganismo tipico da orelha, como o Staphylococcus pseudintermedius,
na zona primaria de inoculagdo. Embora exista a possibilidade de um contaminante cres¢a na
area inicial, ¢ fundamental que o microbiologista veterinario baseie sua decisao em uma solida
compreensdo dos principios de microbiologia diagndstica, considerando cada amostra de
maneira individual. Schereckenberger (2001) e Miller (1998) sugeriram a "Regra de Trés": um
ou dois patogenos potenciais devem ser avaliados, mesmo que pertencam a microbiota
comensal, enquanto trés ou mais patogenos ndo devem ser considerados. No entanto, essa regra
ndo se aplica automaticamente em casos de biopsias, liquidos aspirados ou pus. Eles ainda
acrescentam que nas vias urinarias, uma mistura de trés ou mais microrganismos de qualquer
tipo sugere contamina¢do por microbiota genital. Mesmo que um possivel patdogeno esteja
presente no crescimento misto, ¢ dificil confiar nas conclusdes da analise. Em algumas
situacdes, a quantidade relativa de microrganismos pode fornecer um indicativo util. Se um ou,
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no maximo, dois microrganismos predominam claramente, geralmente ¢ razoavel avaliar esses
microrganismos, mencionando a presenca adicional de microbiota mista.

O mesmo ird ocorrer com as amostras de otite, ¢ uma amostra que ja se espera um
crescimento misto e que, provavelmente, serdo selecionados os microrganismos mais
abundantes, mesmo que pertencam a microbiota natural da orelha.

A subcultura das colonias bacterianas mais relevantes deve ser realizada para obter
culturas puras, que serdo utilizadas posteriormente nos testes de identificagdo. Diversos autores
indicam o uso de Agar Sangue de Carneiro 5% (ASC) quanto uma de Agar MacConkey (AMC)
para o isolamento inicial de amostras de otite (Leonard et al., 2022; Koneman et al., 2018;
Oliveira et al., 2008). Sugerindo o primeiro para o isolamento geral e o segundo com maior
foco para a populacdo Gram-negativa proveniente principalmente dos casos cronicos.

2.4 Resisténcia bacteriana e o tratamento das otites

O desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana (RAM) em bactérias e o surgimento
de microrganismos multidroga resistentes t€ém implicagdes tanto para o bem-estar animal
quanto para a saude publica. Caes que abrigam patéogenos MDR apresentam um risco maior de
falha em multiplos tratamentos (Nutall, 2023), consequentemente com recidivas, como ocorre
nas otites, sendo que, em alguns casos, a tnica op¢ao terapéutica disponivel pode ser a cirurgia
de Gltimo recurso. A preocupagdo com a satide publica, dentro do conceito de Saude Unica,
esta relacionada ao potencial zoonotico de algumas das bactérias mais comumente isoladas de
casos de otite externa canina. Pasteurella multocida e Staphylococcus pseudintermedius e
Staphylococcus aureus sao os principais microrganismos zoonOticos responsaveis pela
transmissdo entre humanos e animais de estimagao (Jin et al., 2023). Enquanto S. aureus ¢
tipicamente associado a transmissao de humanos para animais de companhia, P. multocida e S.
pseudintermedius sao mais frequentemente encontrados no caminho inverso, ou seja, em
zoonoses de animais de estimagdo para seres humanos (Jin et al., 2023). Esses patdogenos tém
sido relacionados a varios fenotipos de resisténcia antimicrobiana clinicamente relevantes. No
caso de S. pseudintermedius, os fenotipos resistentes a meticilina (MRSP) t€ém se espalhado
globalmente nos ultimos anos. A populacio MRSP ¢ resistente a todos os B-lactamicos e, em
muitos casos, carrega outros determinantes de resisténcia, o que a classifica como
multirresistente (Duim et al., 2016).

Outra bactéria de grande importancia € Pseudomonas aeruginosa, que apresenta uma
expansao dos fendtipos MDR, caracteristica comum devido a uma combinacdo de mecanismos
de resisténcia intrinsecos e adquiridos, o que limita severamente as opgdes terapéuticas contra
esse patogeno (Tesin et al., 2023; Secker et al., 2023). Dada a natureza dindmica da RAM e o
constante surgimento de novos patdgenos e fendtipos MDR, ¢ crucial manter-se atualizado
sobre os microrganismos envolvidos na otite externa canina e seus fendtipos de suscetibilidade
antimicrobiana, a fim de orientar o uso de terapias baseadas em evidéncias.

Além dos fatores relacionados com as RAM da comunidade microbiana associada as
otites, alguns microrganismos tém a capacidade de expressar mecanismos de resisténcia
ambiental, como por exemplo, a formagao de biofilmes, que podem reduzir tanto a eficacia dos
tratamentos antimicrobianos quanto o desenvolvimento de imunidade protetora, além de
aumentar sua aderéncia e persisténcia no conduto auricular. Pseudomonas aeruginosa ¢ uma
das bactérias Gram-negativas mais prevalentes em casos de otite canina (Pye et al., 2018) e
pode produzir biofilmes em até 40% dos casos, o que aumenta a concentracdo de
antimicrobianos necessaria para a resolucdo eficaz da infeccdo (Pye et al., 2013). Esse
mecanismo de resisténcia também foi observado nos dois patdgenos mais comuns em otite
externa canina, Staphylococcus pseudintermedius € Malassezia pachydermatis (Nutall, 2023;
Chan et al., 2019). No entanto, Li e colaboradores (2018) mostraram que Malassezia globosa,
em uma condi¢ao comensal, atenuou a produgdo de biofilme de Staphylococcus aureus na pele
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a partir da produ¢do de proteases. Isso demonstra que nem sempre o fato de multiplos
microrganismos produtores de biofilme estarem dividindo o mesmo ambiente, que isso tera um
efeito sinérgico. A competi¢cdo microbiana ocorre a todo momento e dependendo das interacdes,
efeitos antagdnicos podem estar presentes, tanto na capacidade de reduzir populagdes
especificas, quanto reduzindo a capacidade de resisténcias ambientais de outros grupos
microbianos.

Quando os protocolos de tratamento para otite externa ndo levam em consideracio o
papel dos microrganismos formadores de biofilme, o uso inadequado ou subconcentragdes de
antimicrobianos pode favorecer o surgimento de microrganismos multidroga resistentes, que
representam uma das principais ameagas a saude publica e uma preocupagao central das
iniciativas One Health (Blondeau, 2017). Nos casos de presen¢a de biofilme, principalmente
por P. aeruginosa, ¢ importante realizar a lavagem do conduto auditivo para remo¢ao mecanica
do biofilme e do exsudato purulento (Pye, 2018). Além disso, pesquisas indicam uma adesao
insuficiente as diretrizes baseadas em evidéncias na prescri¢gdo de antimicrobianos na pratica
veterindria, associada ao uso frequente de antibidticos de amplo espectro, como amoxicilina-
clavulanato e cefalosporinas de primeira geragdo, como tratamento inicial (Nocera et al., 2021).
No caso das otites externas, fluoroquinolonas e aminoglicosideos sdo as classes mais utilizadas
e amplamente prescritas devido a maior disponibilidade de formulagdes topicas com essas bases
no mercado. Essas praticas sdo fatores cldssicos que favorecem o desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana.

Em 2012, Koch et al. fizeram a seguinte afirmago em seu livro: “E importante sempre
usar volumes ou concentrag¢oes maiores de antibioticos topicos porque eles podem se mostrar
eficazes, mesmo quando a resisténcia foi sugerida em um painel de suscetibilidade. Com
medicamentos topicos, concentragoes 100 a 1000 vezes superiores a concentragdo inibitoria
minima podem ser alcangadas”. Tal informacdo foi interpretada pelos clinicos veterinarios
como sendo possivel o uso de antimicrobianos topicos nas orelhas de caes, mesmo que existam
agentes resistentes dentro da populagdo microbiana, sem que existam consequéncias futuras
(Nutall, 2023).

O processo de resisténcia antimicrobiana ¢ um fendmeno antigo, e ainda temos
informagodes limitadas sobre a capacidade dos microrganismos de sobreviver a diferentes
condi¢des de pressdo de selecio. E indiscutivel que as orelhas abrigam uma grande diversidade
microbiana, com agentes colonizadores e outros de transi¢do, fazendo imaginar que existe um
grande potencial do resistoma. Nesse contexto, o uso indiscriminado de antimicrobianos ¢
imprudente. Na pratica clinica, ¢ comum a prescri¢do de antimicrobianos sem a realizagio de
cultura bacteriana, sem o tratamento da doenca de base ou resolucao dos fatores predisponentes
e perpetuantes. Isso frequentemente leva a recidiva da doenga, e o veterindrio, muitas vezes,
substitui o medicamento por outra base, em muitos casos, da mesma classe. Essa abordagem,
quando observada pelo tutor, encoraja que o mesmo a busque a automedicagdo, adquirindo
antimicrobianos sem orientacao veterindria nas recidivas seguintes. Esse comportamento reflete
um problema cultural relacionado ao uso irresponsavel de medicamentos, e que a longo prazo
também ira aumentar a emergéncia de agentes MDR.

Dessa forma, podemos dizer, que pouco se sabe a respeito da resisténcia aos
antimicrobianos, incluindo os impactos clinicos € ambientais gerados pelos tratamentos das
otites caninas. Apesar de realizarmos tratamentos baseados nos microrganismos encontrados
nos cultivos, ainda ndo sabemos qual a participacdo das outras espécies na patogénese € seu
comportamento frente ao uso dos antimicrobianos. E possivel especular que, assim como no
tratamento de uma gastroenterite por meio da recomposi¢ao da microbiota, 0 mesmo principio
possa ser aplicado ao se tratar uma otite externa, com manejo do microambiente, restauracao
da comunidade natural e tratamento da doenca de base, sem necessidade de utilizacao de
antibidticos (Ngo et al., 2018).
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3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa teve inicio em 2020, ano marcado pela pandemia de Covid-19, que impds
quarentena e dificultou a execug¢do do projeto. A proposta original previa a andlise dos
microbiomas de caes com otite externa, antes € apds o tratamento com antimicrobianos,
iniciando com animais de pesquisa em ambiente controlado e, posteriormente, com caes
atendidos em clinica. No entanto, as restricdes sanitarias ¢ o fechamento da UFRRJ
suspenderam as atividades, que s6 foram retomadas em 2021. Somaram-se a isso atrasos
burocraticos, como a aprovagdo pela CEUA, impactada pela redugdo das reunides. Com isso, o
trabalho foi efetivamente iniciado em 2022, exigindo ajustes no delineamento experimental,
nos objetivos e no cronograma.

3.1 Fluxograma do delineamento experimental

Exame clinico do paciente com suspeita de otite microbiana

'

Coleta de amostras para diagndstico microbioldgico
|
v v

Cultura bacteriana Sequenciamento

| !

Estocado em freezer -20°C até extragao

!

| Extracdo de DNA

Inoculacdo em ASC5% ¢ AEMB

v v
Culturas positivas Cultivo sem l
crescimento Estoque do produto em freezer -20°C
i ¢ até o momento do envio
Purificacdo com meio Descarte l
CLED ou seletivos Envio para sequenciamento
(AMVF ou AEMB), genético
quando necessario l
l Retorno de dados “crus”
Identificagdo > Teste de l
fenotipica por testes sensibilidade aos
bioquimicos antimicrobianos Tratamento e andlise
dos dados
v v
Identificagdo Colecdo permanente em
_por Skim Milk e caldo BHI
Maldi-TOF-MS com Glicerol 20%
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3.2 Origem das amostras

3.2.1 Autorizacido de uso de animais na pesquisa

O projeto foi submetido a avaliagio da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFRRJ que autorizou a utilizagdo e coleta de amostras oriundas de caes sob o niumero de
protocolo CEUA n° 9378290622. Todos os tutores foram esclarecidos sobre o desenvolvimento
da pesquisa e autorizaram a coleta e o uso dos dados por meio do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo A).

3.2.2 Local de coleta das amostras

As amostras foram coletadas em parceria com os médicos veterindrios das clinicas
particulares Clinica Veterinaria WestCare e RadioVet, Centro de Radiologia Veterindria, com
a devida autorizagao prévia (Anexo B). Os pacientes com otite eram majoritariamente atendidos
em consultas de especialidade de Dermatologia. As amostras utilizadas fizeram parte da
consulta clinica e ja seriam coletadas para fins de diagnostico independentemente da execugao
do projeto, sendo aproveitados os dados para a pesquisa.

3.2.3 Selecao dos pacientes

Os animais aptos a participar do projeto foram os que atenderam todos os critérios de
inclusdo e ndo apresentavam nenhum dos fatores de exclusdo. A seguir, estdo listados os
critérios utilizados.

Critérios de inclusio:
- Caes que apresentavam sinais clinicos de otite externa uni ou bilateral,
- Animais para os quais a cultura bacteriana ja havia sido incluida no plano diagndstico;

- Animais deveriam ter idade minima de 1 ano para evitar a diferenga entre resultados de adultos
e filhotes;

- Nao foi pré-definido selegdo por raga, sexo, peso;
Critérios de exclusio:

- Animais que iniciaram ou ja estivessem em tratamento sistémico com antimicrobianos por
acometimento outras doengas que nao a otite;

- Animais que apresentassem sinais de dor, afastando a cabega ou agitando as orelhas, e que
rejeitassem o procedimento de coleta, a ponto de impossibilitar a contengdo da cabega;

- Animais que possuissem estenose do conduto auricular;

- Animais que possuissem doencgas obstrutivas como neoplasias e que impedissem a inser¢ao
do swab no canal vertical do conduto auricular;

- Animais com otite média e consequente rompimento de timpano;

- Animais com grande quantidade de pelos no conduto auricular que impedissem a passagem
do swab e que a retirada dos pelos ndo estivesse inclusa na consulta;
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3.2.4 Coleta das amostras

Foi sugerido aos clinicos a realizagdo da limpeza do pavilhao auricular, antes da coleta,
com algodao seco, para a retirada do excesso de cerimen, seguido pela inser¢do do swab no
canal vertical até a juncdo com o canal horizontal da orelha externa, realizando, entao, a fric¢ao.
A anatomia do conduto e o local sugerido podem ser observados na Figura 1. Tal sugestdo foi
realizada com o proposito de reduzir, na medida do possivel, a contaminagdo da amostra,
melhorando assim a qualidade do diagndstico.

cartilagem
auricular

canal
vertical

martelo, estribo, bigorna
{amplifica vibragoes)

canal
horizontal & W B coclea

membrana
timpanica

owvido médio bulha
timpanica

Figura 1 — Anatomia da orelha canina. Em azul, o local sugerido para coleta das amostras para
diagnostico. Fonte: Adaptado de http://clinipet.com/Artigo/listar/otites.

Foi realizada uma amostragem de conveniéncia, coletando-se amostras de 48 animais
com otite externa durante consultas clinicas. Seis pacientes tiveram amostras coletadas também
no retorno do acompanhamento clinico. Ao todo foram coletadas amostras de 106 orelhas.

As amostras foram coletadas em duplicata, uma para cultura bacteriana, coletada com
auxilio de swab com meio de transporte (Meio de Stuart) e outra para o sequenciamento,
colhidas com swab seco, € a ponta de algoddo cortada dentro de um microtubo de centrifuga.
As amostras em meio de transporte ficaram em temperatura ambiente até o momento do envio
para o laboratorio, enquanto os microtubos para analise genética ficaram congelados em freezer
-20°C. O material era transportado para o laboratdrio no mesmo dia ou no dia seguinte a coleta.
Ao chegar no laboratério, as amostras para cultura eram imediatamente processadas. As
amostras para extragdo poderiam ser extraidas no mesmo dia ou armazenadas em freezer -20°C
até o momento da extragdo, esse periodo nao era maior do que 24 horas, no entanto.

3.3 Processamento das amostras
3.3.1 Recepc¢ao das amostras

As amostras foram recebidas e processadas no Laboratdrio de Bacteriologia Veterinaria
da UFRRJ (LABACVET — UFRRJ), Sala 72 do Instituto de Veterinaria da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. As amostras eram registradas, recebendo um cédigo € uma
ficha de processamento (Anexo C) e encaminhadas para analise, como demonstrado no
fluxograma do topico 3.1.

3.3.2 Cultivo microbiologico das amostras

Os swabs recebidos foram inoculados em biplacas contendo Agar Sangue de Carneiro
5% e Agar Eosina-Azul de Metileno (EMB), sendo uma placa destinada a cada conduto. O
crescimento polimicrobiano € comum nesse tipo de amostras (Figura 2), de forma que houve o
periodo de purificagdao dos isolados. Nos casos de contaminagdo, a fase de purificagdo contou
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com repiques em Agar Cistina-Lactose-Eletrolito-Deficiente (CLED) e em meios seletivos
como Agar Manitol Vermelho de Fenol (AMVF) e Agar MacConkey (AMC) ou EMB. As
placas foram incubadas a 37°C, atmosfera ambiente por 24h/48h. Foram realizadas leituras nos
dois dias de incubagdo O registro das caracteristicas macromorfoldgicas foi feito no primeiro
dia, enquanto o das micromorfoldgicas ocorreu ap6s a purificagao.

Figura 2 — Crescimento misto em ASC5% e coldnia pura, fermentadora em EMB. (acervo
pessoal).

3.3.3 Analise presuntiva do crescimento bacteriano

Ap6s a purificagdo dos isolados, foram realizados testes presuntivos para direcionar os
microrganismos as baterias de identificagdo fenotipica, conforme os métodos descritos por
Koneman et al. (2018) e Markey et al. (2013). Inicialmente, foram realizados exames
microscopicos das laminas coradas pela técnica de Gram, o teste de catalase e, quando
necessario, um teste confirmatorio utilizando Hidroxido de Potassio a 3% (KOH3%).

Os cocos Gram-positivos foram separados conforme a reacao ao teste de catalase: os
catalase positivos foram direcionados para baterias de identificagdo de Staphylococcus,
enquanto os catalase negativos foram encaminhados para baterias de Streptococcus ou
Enterococcus.

Para os bastonetes Gram-negativos, foi verificado o crescimento e a fermentacdo no
meio EMB utilizado no processamento inicial. Os fermentadores de lactose foram direcionados
para a bateria de identificacdo de enterobactérias. J4 os ndo-fermentadores de lactose passaram
por um teste de oxidase. Caso o resultado fosse negativo, a amostra seguia para a bateria de
identificacdo de enterobactérias. Se o teste fosse positivo, a amostra era armazenada para
posterior identificacdo por MALDI-TOF-MS.

Para os bastonetes Gram-positivos, aqueles isolados com caracteristicas macro e
micromorfoldgicas compativeis com Corynebacterium eram armazenados para posterior
identificagdo por MALDI-TOF-MS. O isolado era descartado caso as colonias apresentassem
morfologia e caracteristicas morfotintoriais compativeis com Bacillus.

3.4 Identificacdo por métodos tradicionais

Para a identificacdo fenotipica dos isolados encontrados, foram utilizados os protocolos
de identificag¢do fenotipica para Gram-positivos e Gram-negativos do proprio LABACVET,
utilizando como guia as recomendagdes de Koneman et al. (2018) e Markey et al. (2013).
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3.4.1 Identificacao de Staphylococcus

Apbs os testes presuntivos, os isolados foram submetidos aos seguintes testes:
crescimento em AMVF, teste de sensibilidade a bacitracina 0,04UI, coagulase, teste de Voges-
Proskauer e fermentacao de manose e maltose. Os resultados foram comparados com as chaves
de identificagdo presentes em Koneman et al. (2018) e Markey et al. (2013).

3.4.2 Identificacio de Streptococcus e Enterococcus

Apbs os testes presuntivos, os isolados foram submetidos aos seguintes testes:
crescimento em Agar Azida, para verificacdo de presenga e classificagio da hemolisina,
crescimento em Agar Bile Esculina, crescimento em Caldo BHI com NaCl 6,5%, fermentagao
de arabinose e trealose. Os resultados foram comparados com as chaves de identificagdo
presentes em Koneman et al. (2018) e Markey et al. (2013).

3.4.3 Identificacao de Enterobacterales

Ap0s os testes presuntivos, os isolados foram submetidos aos seguintes testes: cultivo
em Agar TSI (do inglés: Triple Sugar Iron Agar) e em bateria de IMViC (Indol, Vermelho de
Metila, Voges-Proskauer e Citrato), com inoculagio nos Meio SIM, Caldo MR-VP ¢ Agar
Citrato de Simmons. Os resultados foram comparados com as chaves de identifica¢do presentes
em Koneman et al. (2018) e Markey et al. (2013).

3.4.4 Identificaciao de Corynebacterium

Apos os testes presuntivos, o unico teste utilizado foi o cultivo em Agar Baird-Parker,
geralmente utilizado para identificagdo de Staphylococcus aureus. Neste meio, as bactérias do
género Corynebacterium também crescem com coldnias de colorag@o negra, servindo como um
teste confirmatdrio para bastonetes Gram-positivos corineformes.

3.5 Identificacdo por MALDI-TOF-MS

Para confirmagdo das espécies isoladas foi utilizado o método de identificacdo
protedmica por meio do equipamento MALDI-TOF-MS (Bruker Daltonik GmbH, Germany)
na Universidade Federal do Rio de Janeiro, Laboratorio de Investigagdo em Microbiologia
Meédica, no Centro de Ciéncias da Satde (LIMM/CCS/UFRIJ). Os espectros foram obtidos
através do software flexControl, v3.4 (Bruker Daltonik, USA) e a identifica¢do providenciada
por comparacao a base de dados do sistema MALDI Biotypes v3.1 (Bruker Daltonik, USA).
Um valor de score ¢ atribuido para a leitura de cada amostra.

No presente trabalho, seguindo os valores de referéncia do préprio fabricante,
considerou-se um score de 2.00-3.00 como “identifica¢do de grande fiabilidade”, de 1.70-1.99
como “identificacdo de baixa fiabilidade”, 0.00 -1.69 como “identificacio de organismo
impossivel”. Para identificacdo no equipamento, foram utilizados os protocolos oferecidos pela
propria fabricante, BRUKER®.

3.6 Armazenamento na bacterioteca do LABACVET

As amostras foram adicionadas a cole¢do permanente do laboratorio por duas
metodologias: a primeira em Caldo BHI com 20% de Glicerol; e a segunda em Skim Milk.

No primeiro caso, as bactérias, apos purificacao, eram cultivadas em 800 pL de caldo
BHI sem glicerol, acondicionadas em microtubos de centrifuga de 1,5 mL, e incubadas em
estufa bacterioldgica 37°C, atmosfera ambiente, overnigni. Apds v ucscunento, era adicionado
200p de glicerol estéril em cada microtubo e congelados em freezer -20°C.
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Para o armazenamento em Skim Milk, as amostras eram cultivadas em placa contendo
meios ricos, como ASC ou Agar Infusio de Cérebro-Coragdo, e entdo uma grande aliquota era
suspensa no Skim Milk. O procedimento era realizado em criotubos de 2 mL. Neste processo,
nao havia incubacdo em estufa. As amostras eram entdo guardadas em freezer -20°C.

3.7 Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos

Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) foram realizados seguindo a
metodologia descrita no documento “Método de disco-difusao EUCAST”, versdo 6.0, agosto
de 2018.

A leitura dos antibiogramas foi realizada com base no “Guia de leitura — método de
disco-difusdo para teste de sensibilidade aos antimicrobianos do BrCAST-EUCAST”, versao
10.0 do EUCAST, de mar¢o de 2023. As interpretacdes de leitura foram realizadas pelos
documentos CLSI VETO1S (2023) e pelo BrCAST 13.0 (2023). Foi utilizado como critério de
interpretacdo, os pontos existentes no CLSI veterinario e quando os mesmo ndo existiam,
utilizou-se os pontos de corte do BrCAST.

Os testes foram realizados logo apods a purificagdo das amostras. Inicialmente, as
amostras de Corynebacterium nao foram incluidas nas analises de antibiograma, resultando na
auséncia de resultados para metade dos isolados.

Os discos foram selecionados com base nos géneros ou grupos testados, além das
principais classes de antimicrobianos disponiveis no mercado. Dessa forma, foram testados os
seguintes antimicrobianos para todos os isolados: ciprofloxacina, enrofloxacina, moxifloxacina,
ofloxacina, orbifloxacina, norfloxacina, gentamicina, neomicina, tobramicina, cloranfenicol e
florfenicol.

Para Staphylococcus, foram incluidos também a penicilina, para a pesquisa de
penicilinases, e a oxacilina (S. pseudintermedius e S. coagulans) ou cefoxitina (outros
Staphylococcus), com o objetivo de triagem do gene mecA.

Para Pseudomonas, foi testada a ceftazidima, um antimicrobiano de escolha no
tratamento desse microrganismo, frequentemente utilizado em casos com envolvimento da
orelha média.

Para os bastonetes Gram-negativos fermentadores e nao-fermentadores, foi testado
também o meropenem, como triagem para a presenca de carbapenemases. Além disso, foi
realizado o teste de sinergismo de disco duplo (TSDD) para detec¢do de cepas produtoras de
beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), descrito no manual “Orientagdes do EUCAST
para deteccdo de mecanismos de resisténcia e resisténcias especificas de importancia clinica
e/ou epidemiologica”, versao 2.0, julho de 2017.

No caso de Corynebacterium s6 foram testados os antimicrobianos que possuiam ponto
de corte para verificagao do perfil de sensibilidade, e por isso vancomicina e tetraciclina foram
adicionadas, apesar de ndo terem uso clinico nos casos de otite canina.

3.8 Sequenciamento das amostras
3.8.1 Extraciao de DNA e analise da qualidade

Foi utilizado um procedimento de extragdo, adaptado de um protocolo de extracdo de
swab ja utilizado pelo Laboratdrio de Sanidade Avicola (LASAVE) da UFRRIJ.

O protocolo de extragdo se encontra no Anexo D.

Diversos pontos tiveram que ser adaptados tendo em vista as caracteristicas do ceraimen
auricular, principalmente por conta da hidrofobia gerada pela grande quantidade de
componentes lipidicos. Um dos pontos foi a alteragdo para a eluigao para 20uL de eluente. Nos
testes piloto, foi observada uma baixa quantidade de DNA nas extragdes. Dessa forma, preferiu-
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se eluir em menor volume, visto que ¢ mais facil diluir um produto de extracdo do que
concentrar, evitando perder as amostras.

Apos a extracdo, as amostras foram avaliadas em relagdo quantidade e a qualidade do
DNA obtido por espectrofotdmetro (Nanodrop™ ND-1000 Spectrophotometer Thermo Fisher
Scientific), realizadas no LASAVE. A integridade do DNA total foi avaliada por eletroforese
em gel de agarose 0,8% (Adkins et al., 2007), realizadas no préprio LABACVET.

Para escolha das amostras enviadas para sequenciamento, foi comparado o resultado de
quantificacio e qualidade do Nanodrop™ e se havia ou ndio presenca de DNA na eletroforese
em gel de agarose. Os seguintes critérios foram entdo empregados e as respectivas cores
sinalizadas nas imagens abaixo:

1. Amostras com baixa qualidade e quantidade no Nanodrop™ e auséncia de banda
no gel, foram descartadas para o envio (vermelho);

2. Amostras com boa qualidade e quantidade de DNA no Nanodrop™, porém sem
banda foram selecionadas, porém registradas para posteriores interpretacoes
(verde);

3. Amostras que tiveram bons resultados em ambas as técnicas também foram
selecionadas (amarelo).
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Figura 3 — Comparacio entre a quantificagdio em Nanodrop™ e eletroforese em gel de agarose. Marcado em
vermelho amostras descartadas e em verde amostras com boa avaliagio em Nanodrop™, porém sem presenca de
banda. OD — Orelha direita; OE — Orelha esquerda.
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Figura 4 — Comparagio entre a quantificagdo em Nanodrop™ e eletroforese em gel de agarose. Marcado em
amarelo amostras com boa avaliacdo em Nanodrop™ com presenca de banda e em verde amostras com boa
avaliacdo em Nanodrop™, porém sem presenca de banda. OD — Orelha direita; OE — Orelha esquerda.
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3.8.2 Envio das amostras para sequenciamento

As amostras foram enviadas para a Novogene Corporation Inc. (www.novogene.com)
em Sacramento, CA, para a realizacdo da andlise de qualidade e amplificagdo do gene 16S
bacteriano, e aquelas que fossem aprovadas, poderiam ser sequenciadas. Ao total, 54 amostras
atenderam aos critérios minimos para envio (20 pL, 10 ng/pu de DNA) e ao final dos testes de
qualidade da Novogene, 42 amostras tiveram amplificacao e puderam ser sequenciadas.

O material foi enviado por transporte aéreo (FedEx®) cumprindo todas as exigéncias e
documentacgdes pertinentes ao envio de material bioldgico para o exterior. As imagens a seguir
ilustram o preparo das amostras.

A

Figura 5 — A — Caixa UN3373 propria para envio de material biolégico. B — Vista interna da caixa. C — Vista
interna do recipiente para o acondicionamento das amostras. D — Preparagdo dos documentos para envio das
amostras. E — Amostras identificadas e seladas para evitar vazamentos. F — Amostras com segunda identificacdo
e acondicionadas no recipiente para envio.
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3.8.3 Avaliacido da qualidade e preparo das bibliotecas

Ao todo foram enviadas 54 amostras de 24 animais. Em 12 dessas amostras, ndo houve
amplificagdo do gene 16S, portanto, o sequenciamento nao foi realizado pela empresa. Portanto
foram sequenciadas 42 amostras, pertencentes a 22 animais. As amostras de nimeros 33 a 36
na Figura 4, que ndo haviam apresentado bandas e tinha uma baixa quantidade de DNA pela
analise em espectrofotometro, mas mesmo assim foram selecionadas, ndo apresentaram
amplificacdo do gene 168S, nos levando a interpretar que para situacdes futuras, essas amostras
devem ser descartadas.

O preparo de biblioteca dos amplicons da regido variavel V3-V4 do gene 16S rDNA foi
gerado por meio da amplificacgdo com os  primers  Bakt 341F  ('5-
CCTAYGGGNGGCWGCAG-3'") e Bakt 805R ('5S-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3") e o
sequenciamento em um sistema paired-end 2x250 na plataforma NovaSeq (Illumina, EUA).

Os dados crus sdo posteriormente disponibilizados via sistema interno da propria
empresa.

3.8.4 Tratamento de dados do sequenciamento

O tratamento de dados foi realizado em parceria com a Professora Flavia Aburjaile do
Laboratorio de Bioinformatica Integrativa da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMQG).

A filtragem de qualidade dos arquivos FASTQ, incluindo a remocdo de leituras
truncadas e de baixa qualidade (pontuagdo Phred < 20), foi realizada usando Trimmomatic
(Bolger et al., 2014). Em seguida, leituras pareadas diretas e reversas foram mescladas em
contigs, ¢ as sequéncias foram submetidas a desreplicacdo, classificacio de abundancia,
remocao de singleton e filtragem de quimera usando mothur (Schloss et al, 2009). Depois disso,
as sequéncias pré-processadas foram agrupadas em Unidades Taxondmicas Operacionais
(OTU) (97% de similaridade) e atribuidas taxonomicamente usando QIIME (Caporaso et al.,
2010) exigindo um limite de similaridade de sequéncia de 97% em relacdo ao banco de dados
SILVA (Quast et al., 2013).

Posteriormente os dados foram analisados utilizando a plataforma Microbiome Analyst
(Chong et al., 2020).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacao bacteriana

Foram obtidas 106 amostras otologicas de 48 caes. Em 20 dessas amostras, ndo houve
crescimento bacteriano apds 48 horas. No total, foram isolados 125 microrganismos a partir de
86 amostras, identificadas entre 33 géneros e espécies bacterianas. O Quadro 5 (Anexo E)
apresenta as identificagdes obtidas pelos protocolos de bancada, bem como as respectivas
identificagdes pelo MALDI-TOF-MS.

A identificagcdo por testes fenotipicos tradicionais pode apresentar falhas devido as
limitacdes da técnica (Koneman et al., 2018). Amostras de origem veterindria costumam ter
perfis bioquimicos mais variados, o que pode resultar em resultados menos consistentes. [sso
difere das amostras humanas, que geralmente possuem perfis mais estaveis.

Observou-se uma compatibilidade de 75,40% (92/122) entre as identificagcdes
tradicionais e as realizadas por MALDI-TOF-MS nas bactérias analisadas.

Os grupos com maior dificuldade de identificagdo sdo as espécies de Staphylococcus sp.
coagulase-negativo (SCN), Bastonetes Gram-Negativos Nao-Fermentadores (BGN-NF),
Streptococcus, Enterococcus € Corynebacterium. Dessa forma, todas as bactérias desse grupo
foram identificadas a nivel de espécie apenas por MALDI-TOF-MS.
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Quatro casos de SCN, um caso de BGN-NF, um caso de Corynebacterium nao puderam
ser identificados pelo MALDI-TOF-MS. Nesses casos, o resultado foi “identificacao
impossivel”, ou seja, quando ndo se verifica a condicdo de consisténcia da espécie nem do
género. A mesma situagdo ocorreu com uma amostra identificada como S. pseudintermedius
pela metodologia classica. Esse tipo de resultado pode estar relacionado ao tempo de
crescimento bacteriano, ao tipo de meio de cultura utilizado ou ao fato de a bactéria testada ndo
estar presente no banco de dados do equipamento.

Além disso, foi observado que S. hominis € S. nepalensis apresentavam um baixo score
de identificagdo, de tal forma que os SCN nao identificados poderiam pertencer a essas espécies.
Em um caso, S. pseudintermedius foi identificado como S. delphini. Como ambas as espécies
pertencente ao grupo SIG (Staphylococcus intermedius group), o equipamento pode ter gerado
uma identificagdo equivocada devido as similaridades entre elas, limitagao reportada no préprio
relatorio de resultados.

Os protocolo de testes utilizados para identificar Staphylococcus também nao
conseguiram distinguir S. pseudintermedius de S. coagulans, apresentando uma baixa
correlacdo para esta espécie. Nesse contexto, Markey et al. (2013), sugerem o uso do teste de
Voges-Proskauer e da fermentacdo de maltose como possiveis pontos de diferenciagao.

4.2 Cultura bacteriana

Foi possivel observar que 86,4% (108/125) dos isolados pertenciam a bactérias Gram-
positivas, sendo que destas 57,6% (72/125) eram do género Staphylococcus. Gram-negativos
tiveram uma propor¢do bem menor, sendo 13,6% (17/125) dos isolados. A distribuicdo pode
ser observada na Tabela 1.

Tabela 1 - numero de isolados a partir das amostras

Identificacio N° de isolados
Staphylococcus pseudintermedius 35
Staphylococcus schleiferi 20

Corynebacterium sp.

Proteus mirabilis
Corynebacterium striatum
Enterococcus faecalis
Corynebacterium amycolatum
Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus canis
Corynebacterium auricanis
Staphylococcus nepalensis
Staphylococcus simulans
Achromobacter xylosoxidans
Staphylococcus coagulase-negativo
Staphylococcus epidermidis
Weissella confusa
Acinetobacter pitti
Acinetobacter radioresistens
Bacillus sp.

Escherichia coli
Lysinibacillus fusiformis
Microbacterium paraoxydans
Serratia nematodiphila
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Tabela 1 (cont.) - nimero de isolados a partir das amostras
Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Staphylococcus coagulase-positivo

Staphylococcus delphini

Staphylococcus haemolyticus

Staphylococcus hominis

Staphylococcus ureilyticus

Staphylococcus warneri

— = e e e e e e

Streptococcus pluranimalium
TOTAL ISOLADOS 125
Nao houve crescimento bacteriano 20

Estudos anteriores identificaram Staphylococcus pseudintermedius como principal
patdgeno na otite externa canina, com taxas de isolamento de até 70% (Scherer et al., 2018; De
Martino et al., 2016; Graham-Mize e Rosser, 2004). Outros patégenos, como Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Streptococcus spp., Enterococcus spp. € Corynebacterium spp.,
também foram associados a doenga (Bugden, 2013; Aalbaek et al., 2010; Lyskova et al., 2007;
Martin Barrasa et al., 2000).

Na pesquisa desenvolvida por Leonard ef al., (2022) foram observados 60% (12/20) de
amostras com Pseudomonas aeruginosa, sendo a mais observada, seguido por Staphylococcus
pseudintermedius/S. delphini em 50% (10/20) dos casos. Foram observados ainda 25% (5/20)
de P. mirabilis e 25% (5/20) de Streptococcus canis. Estes autores utilizaram, no entanto,
animais com otite bacteriana (supurativa) cronica, o que justificaria o aparecimento de mais
Gram-negativas, principalmente P. aeruginosa.

Oliveira et al. (2008) observaram a partir de 50 animais, 95% (95/100) amostras com
presencga de Staphylococcus e 21% (21/100) de bactérias Gram-negativas. Neste trabalho nao
houve a identificacdao as doengas de bases, apenas informando que foram utilizados animais
resgatados e que possuiam otite.

Nem todos os animais aproveitados no presente trabalho tiveram a doenca de base
relatada no historico. Em quatro casos, foram relatados casos de atopia, em cinco casos, suspeita
de doenca alérgica, sendo que em um desses (animal Simba), também havia suspeita de
hipotireoidismo.

Como a otite se estabelece a partir de um fator primario, os primeiros microrganismos
envolvidos nas infec¢des secunddrias sdo os oportunistas presentes na microbiota natural, com
destaque para Staphylococcus spp., dentre as bactérias, e Malassezia spp., dentre os fungos,
demonstrando o porqué de Staphylococcus estar tdo presente nesse tipo de amostra (Koberlik
et al.,2019; Koberlik et al., 2018; Ngo et al., 2018; Paterson, 2016; August, 1988).

Devido a vasta gama de doencas de base (fatores primarios), fatores predisponentes e
perpetuantes, uma grande quantidade de variaveis influencia o microbioma da orelha. Por esse
motivo, isolar essas variaveis, como raga, doenca de base, tipo de otite e tempo de evolugdo,
deve, em um primeiro momento, fornecer informagdes relevantes.

Kasai et al., (2021), acreditam que seja essencial a analise independente de cultura para
obter uma compreensdo precisa da microbiota na otite externa canina e com isso fazer uso
adequado de antimicrobianos. Essas andlises de microbioma possuem valores altos,
principalmente para paises como o Brasil, além do trabalho para envio das amostras e tempo de
processamento, tornando-se, pelo menos nesse momento, inviavel o seu uso para diagndstico e
tratamento.
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Os resultados encontrados corroboram os estudos que utilizaram animais com otite,
exceto no caso em que foi pesquisada a otite cronica. Como grande parte das otites possuem
base alérgica, este deve ser o principal fator que faz os trabalhos terem resultados semelhantes.
Conforme relatado por Ngo ef al. (2018), animais atopicos podem apresentar uma maior
populacao de Staphylococcus spp., mesmo na auséncia de otite. Isso levanta uma nova questao:
nesses casos, deveriamos considerar a maior populacao de Staphylococcus como parte do
microbioma natural, sem trata-la como um agente infeccioso? Esses pontos devem ser levados
em consideragdo se quisermos alcangar a ortobiose de maneira mais efetiva.

Vale destacar a presenga dos Staphylococcus nepalensis e hominis. Apesar destas
espécies de Staphylococcus estarem sendo relatadas em hospedeiros animais nos ultimos anos,
ainda existe pouco conhecimento sobre a relacdo dela com a microbiota natural ou seu potencial
patogénico. Em estudo realizado por Phumthanakorn et al. (2022) apenas com Staphylococcus
coagulase-negativo oriundo de cdes e gatos, encontrou-se uma populacao de 16% (30/185) de
S. hominis com 5% apresentando genes de resisténcia a meticilina (SSCmec). Outros autores
relatam a presenca de S. nepalensis associado a microbiota natural das regides mucocutaneas
de mamiferos, com destaque para felinos, além do trato urinario humano (Sartori et al., 2024;
Ghimire e Kasarla, 2023; Phumthanakorn et al, 2022; Andrade-Oliveira et al., 2020; Novakova
et al., 2006; Spergser et al., 2003).

Estudos indicam que esses agentes tém a capacidade de armazenar genes de resisténcia,
0 que os torna potenciais reservatorios importantes no futuro. Além disso, hé a possibilidade de
que esses genes sejam transmitidos a outras bactérias, configurando esses microrganismos
como potenciais disseminadores de resisténcia para espécies mais patogé€nicas presentes no
ambiente auricular, como Staphylococcus pseudintermedius ¢ Staphylococcus coagulans
(Sartori et al., 2024; Andrade-Oliveira et al., 2020).

Como os protocolos de tratamento atuais ndo preconizam a realizagdo de cultura, visto
que levam em conta que altas concentra¢des de antimicrobianos serdo suficientes para superar
as defesas dos microrganismos, agentes emergentes serdo cada vez mais comuns, possivelmente
trazendo recursos de resisténcia cada vez mais refinados.

Em 2007 foi sugerida a mudanga da espécie Bacillus fusiformis para o género
Lysinibacillus, ficando Lysinibacillus fusiformis (Ahmed et al., 2007). Embora seja uma espécie
amplamente associada ao meio ambiente, ha relatos de infec¢des, especialmente em casos de
sepse, em pacientes imunocomprometidos e fisicamente debilitados (Morioka et al., 2022;
Wenzler et al., 2015). Esses casos sugerem que a bactéria, por si sO6, ndo possui grande
patogenicidade.

No caso do isolamento do L. fusiformis a partir da otite, ¢ mais provavel que ela estivesse
em uma condi¢do de transic¢do, sendo levada até o conduto auditivo, frequentemente pela pata
do cdo durante o ato de cogar, devido ao prurido. No entanto, essa bactéria apresentou
caracteristicas coloniais de intensa viscosidade, apesar de plana, com brilho marcante,
sugerindo ser uma forte produtora de biofilme. Podemos conjecturar que mesmo a bactéria ndo
tendo alta viruléncia, sua capacidade de formar biofilmes na orelha pode aumentar a resisténcia
da comunidade bacteriana aos antimicrobianos, se tornando um importante agente na
patogénese da doenga.

Weissella confusa € uma bactéria acido-lactica com maior importancia para as areas
ambientais e agronomicas, muitas vezes utilizadas em processos de fermentagdo. Nao ha muitos
relatos desta bactéria associada as infecgoes, muito menos a casos em animais. Existem raros
registros de bacteremia em humanos associados a pacientes imunossuprimidos, sendo uma
bactéria oportunista (Sturino, 2018; Lee et al., 2011; Olano et al., 2001). A espécie também
estd presente de forma natural em fezes de caes (Beasley, et al., 2006) e seguindo a mesma
logica de L. fusiformis, o mais provavel € que seja um agente em transito carreado pelas patas
do animal no ato de cogar.
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Tais evidéncias mostram que a técnica de cultivo possui uma capacidade de encontrar
agentes muitas vezes pouco relatados nos diagndsticos bacterianos de orelha canina. Em parte,
isso ocorre pela oportunidade da pesquisa em realizar as identificacdes bacterianas por MALDI-
TOF-MS, tendo uma alta capacidade de defini¢do das espécies. Além disso, devemos pensar
que a dinamica microbiana dos animais com otite estd longe de se restringir aos microrganismos
mais comuns na pele ou no proprio conduto auditivo. Uma grande parcela de bactérias
ambientais deve fazer parte do ecossistema, e talvez até da evolucdo da otite, como microbiota
de transicao, principalmente quando o prurido se torna habitual.

4.3 Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos
A maior parte das resisténcias de interesse foram encontradas a partir dos
Staphylococcus (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados dos TSA para o género Staphylococcus spp.

Antimicrobiano Sensivel Resistente N.ao Total
realizado

Penicilina 22% (16) | 74% (53) 4% (3) 72
Oxacilina / Cefoxitina 72% (52) | 22% (16) 6% (4) 72
Ciprofloxacina 54% (39) | 42% (30) 4% (3) 72
Enrofloxacina 49% (35) | 49% (35) 2% (2) 72
Moxifloxacina 67% (48) | 29% (21) 4% (3) 72
Ofloxacina 54% (39) | 42% (30) 4% (3) 72
Gentamicina 69% (50) | 25% (18) 6% (4) 72
Orbifloxacina 42% (30) | 21% (15) 37% (27) 72
Norfloxacina 14% (10) | 13% (9) 73% (53) 72
Neomicina 83% (60) | 11% (8) 6% (4) 72
Tobramicina 47% (34) | 47% (34) 6% (4) 72
Cloranfenicol 88% (63) | 8% (6) 4% (3) 72
Florfenicol 74% (53) | 0% (0) 26% (19) 72

Foram encontradas em 75% (53/72) dos isolados resisténcia a Penicilina G, indicando a
produgdo de penicilinases, e em 22% (16/72) casos, resisténcia a Oxacilina/Cefoxitina,
indicando a possibilidade dessas cepas possuirem o gene mecA. Segundo o BrCAST, a maioria
dos Staphylococcus sdao produtores de penicilinase e alguns sdo resistentes a meticilina.
Qualquer um dos mecanismos os torna resistentes a benzilpenicilina, fenoximetilpenicilina,
ampicilina, amoxicilina, piperacilina e ticarcilina (BrCAST, 2013). Com base nessa
informagao, ¢ possivel compreender por que cerca de 75% dos isolados apresentam resisténcia
a esse grupo de antimicrobianos. Com excecao dos casos em que ha suspeita da presenca do
gene mecA, os demais provavelmente apresentam resisténcia devido a producdo da enzima
penicilinase.

As fluoroquinolonas e aminoglicosideos sdo as classes mais utilizadas nos
medicamentos otologicos e por isso utilizadas em ampla escala, muitas vezes de forma
indiscriminada. Acredita-se que por esse uso frequente, as resisténcias sejam mais altas
chegando a 49% para Enrofloxacina, 42% para Ciprofloxacina, 42% para Ofloxacina, 47% para
Tobramicina e 25% para Gentamicina.

Rosales e colaboradores (2024), encontraram uma maior frequéncia de isolados de S.
pseudintermedius resistentes a Penicilina G (86/125; 68,8%) e Tetraciclina (53/127; 41,7%),
enquanto as maiores taxas de suscetibilidade foram observadas para Amoxicilina/Clavulanato
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(34/37; 91,9%) e Nitrofurantoina (124/127; 97,6%). Uma taxa de resisténcia de 26,4% para
Oxacilina também foi observada para este patogeno (33/125). Em outra pesquisa, Lee et al.
(2019), estudando apenas S. coagulans encontrou 24% (5/21) de isolados resistentes a
Oxacilina.

Os trabalhos apresentam propor¢des similares entre as resisténcias. Observa-se que
antimicrobianos que ndo sdo tdo utilizados no tratamento tdpico, apresentam maior
sensibilidade, provavelmente por ndo oferecer grande pressdo de sele¢do, como observado na
Amoxicilina/Clavulanato e Nitrofurantoina (Rosales et al., 2024).

Se as orientagdes de Koch et al. (2012) forem seguidas de forma cega, no futuro pode
existir um cendrio em que, em aproximadamente 50% dos casos envolvendo Staphylococcus,
serdo utilizados medicamentos aos quais as bactérias ja sdo resistentes. Em aproximadamente
Y4 dos casos, teremos Staphylococcus meticilina-resistentes presentes. O mais provavel € que
com a resolu¢do dos fatores primadrios, predisponentes e perpetuantes, o animal melhore,
mesmo que o antimicrobiano utilizado seja ineficaz. Em termos clinicos, teremos sucesso
terapéutico, o que ¢ suficiente para o médico veterindrio clinico, porém em termos
microbioldgicos, ainda ndo sabemos quais os impactos que isso tera no futuro.

Em trabalho desenvolvido por Lord et al. (2022) foram testados 7804 isolados de
Staphylococcus coagulase-positivos oriundos de diversos sitios de infeccdo, dentre eles otites
(1310 isolados). Foram encontrados 84,3% (5362/6362) isolados com resisténcias a
Ampicilina, 34,7% (2230/6424) de resisténcia a Oxacilina, 27% (1262/4676) isolados
resistentes a Gentamicina e 29,5% (1773/6013) de resisténcia a Marbofloxacina. O estudo
analisou amostras de 2006 at¢ 2017, demonstrando que os indices de resisténcia se mantiveram
praticamente iguais ao longo do tempo. Podemos sugerir que o uso constante de apenas duas
classes de antimicrobianos promove uma supressdo na selecdo ao longo dos anos, o que
aumenta os riscos para a saude publica, tanto animal quanto humana.

Para a analise do Florfenicol, utilizou-se o ponto de corte do CLSI estabelecido para o
trato respiratério de suinos, uma vez que ainda ndo ha valores especificos definidos para
amostras de pele em caes. O Florfenicol ¢ um antimicrobiano recentemente disponibilizado no
mercado brasileiro em formulagdo otoldgica e, por apresentar baixa taxa de resisténcia, tem se
mostrado uma opg¢do promissora no tratamento de otites bacterianas multirresistentes. No
entanto, a auséncia de pontos de corte especificos compromete a precisdo da interpretagao,
ressaltando a necessidade de parametros mais adequados para essa via e espécie.

O perfil de resisténcia para Gram-negativos foi similar para quase todas as amostras.
Para as Enterobacterales foram observadas aproximadamente 30% de resisténcia para os
antimicrobianos estudados. Um isolado apresentou produgdo de ESBL, identificado como
Serratia nematodiphila (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados dos TSA para Enterobacterales
Ciprofloxacina | 67% (6) | 33% (3) - 9
Enrofloxacina 67% (6) | 33% (3) -
Moxifloxacina | 55% (5) | 45% (4) -
Ofloxacina 55% (5) | 45% (4) -
Orbifloxacina 33% (3) | 33% (3) 33% (3)
Gentamicina 67% (6) | 33% (3) -
Neomicina 89% (8) | 11% (1) -
Tobramicina 67% (6) | 33% (3) -

O © © © O © O
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Tabela 3 (cont.) - Resultados dos TSA para Enterobacterales

Cloranfenicol

Florfenicol

Meropenem

78% (7)
67% (6)
78% (7)
o |

11% (1)

22% (2)
22% (2)
sontive

78% (7)

11% (1)
22% (2)

11% (1)

9
0
0
Dta

9

Tabela 4 - Resultados dos TSA para BGN-NF

Nao foram observadas resisténcias para P. aeruginosa, Acinetobacter spp. (Tabelas 4).

Pseudomonas aeruginosa (4)

Antimicrobianos Sensivel Resistente Nao realizado

Ciprofloxacina
Enrofloxacina
Moxifloxacina
Ofloxacina
Orbifloxacina
Norfloxacina
Gentamicina
Tobramicina
Ceftazidima

75% (3)
50% (2)
75% (3)
75% (3)
75% (3)
50% (2)
75% (3)
75% (3)
75% (3)

Acinetobacter sp. (2)

Sensivel Resistente Nao realizado

Ciprofloxacina
Enrofloxacina
Moxifloxacina
Ofloxacina
Neomicina
Gentamicina
Tobramicina
Meropenem

25% (1)
25% (1)
25% (1)
25% (1)
25% (1)
25% (1)
25% (1)
25% (1)

0% (0)
25% (1)
0% (0)
0% (0)
0% (0)
0% (0)
0% (0)
0% (0)
0% (0)

0% (0)
0% (0)
0% (0)
0% (0)
0% (0)
0% (0)
0% (0)
0% (0)

25% (1)
25% (1)
25% (1)
25% (1)
25% (1)
50% (2)
25% (1)
25% (1)
25% (1)

25% (1)
25% (1)
25% (1)
25% (1)
25% (1)
25% (1)
25% (1)
25% (1)

Teste de ESBL por disco-aproximagao: negativo
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Em Corynebacterium foram observadas em torno de 50% de
antimicrobianos testados (Tabela 5).

Tabela 5 - Resultados dos TSA para Corynebacterium sp.

Antimicrobiano Sensivel

Penicilina
Ciprofloxacina
Clindamicina
Moxifloxacina
Vancomicina
Tetraciclina

26% (5)
10% (2)
21% (4)
42% (8)
42% (8)
21% (4)

Resistente

21% (4)
37% (7)
21% (4)
5% (1)
0% (0)
21% (4)

Nao
realizado
53% (10)
53% (10)
58% (11)
53% (10)
58% (11)
58% (11)

Total

19
19
19
19
19
19

resisténcia para os
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Nao foi observada resisténcia para Enterococcus spp. (Tabela 6).

Tabela 6 - Resultados dos TSA para Enterococcus sp.

Antimicrobiano Sensivel Resistente N.ao Total
realizado

Penicilina 50% (3) 0% (0) 50% (3) 6

Ampicilina 50% (3) 0% (0) 50% (3) 6
Vancomicina 50% (3) 0% (0) 50% (3) 6
Ciprofloxacina  50% (3) 0% (0) 50% (3) 6
Norfloxacina 50% (3) 0% (0) 50% (3) 6
Cloranfenicol 33% (2) 17% (1) 50% (3) 6
Florfenicol 50% (3) 0% (0) 50% (3) 6
Gentamicina 30 2 17% (1) 50% (3) 6

Rosales et al. (2024) observaram que, para P. aeruginosa, Cefalexina (41/50; 82%) e
Ceftiofur (78/95; 82,1%) apresentaram as maiores taxas de resisténcia. As maiores taxas de
suscetibilidade foram encontradas para Ceftazidima (91/100; 91%) e Amicacina (94/100; 94%).
Para P. mirabilis, Doxiciclina (44/48; 91,7%) e Nitrofurantoina (42/48; 87,5%) mostraram as
maiores taxas de suscetibilidade, enquanto Amicacina (43/46; 93,5%) e Gentamicina (43/48;
89,6%) apresentaram as menores taxas de suscetibilidade para esse patdégeno. No caso de E.
coli, Ampicilina (21/44; 47,7%) e Cloranfenicol (19/44; 43,2%) exibiram as maiores taxas de
resisténcia, enquanto Imipenem (44/44) e Nitrofurantoina (41/44; 93,2%) mostraram as maiores
taxas de suscetibilidade.

A maior parte desses medicamentos possuem uso sistémico, sendo mais importantes
para o tratamento das otite médias do que das otites externas. No entanto, uma vez que a otite
média € um agravamento da otite externa e com envolvimento dos mesmos microrganismos,
conhecer o perfil de sensibilidade a estes antimicrobianos também se torna importante. Mais
uma vez a presenca de taxas de resisténcia altas mostra o risco do uso de medicamentos topicos,
indiscriminadamente.

O tratamento de otites causadas por P. aeruginosa deve incluir também a lavagem do
conduto auditivo, para remover debris celulares, exsudato purulento, excesso de cerimen e
biofilmes (Pye, 2018). Os aminoglicosideos sao inativados pelo material purulento, o que torna
a lavagem essencial quando esses medicamentos sdo utilizados. Além disso, P. aeruginosa €
uma forte produtora de biofilme, e a lavagem ajuda na remog¢dao mecanica dessa barreira,
potencializando a agdo dessa classe de antimicrobianos (Pye, 2018).

No presente trabalho, P. aeruginosa demonstrou uma alta sensibilidade in vitro. A
formacao de biofilme ¢ uma importante estratégia de sobrevivéncia desta espécie, talvez dando
a ela a possibilidade de possuir menos resisténcias adquiridas.

Apesar disso, devemos considerar que o numero de bactérias Gram-negativas isoladas
foi pequeno (17/125), o que pode nio refletir com precisdo a realidade. E provavel que as
amostras coletadas estivessem mais associadas a otites agudas ou com origem alérgica/atdpica,
o que explicaria a baixa quantidade de bactérias Gram-negativas isoladas. E possivel especular
também que as bactérias Gram-negativas presentes nos casos de otite possuem mais carater
ambiental, carreadas ao conduto pelas patas, e por isso também devem sofrer menos pressao de
selecdo dos que as bactérias Gram-positivas colonizadoras. O resistoma da orelha, no entanto,
deve ganhar importancia, pois além da dindmica da populacao, ainda havera uma dindmica de
disseminagdo de genes de resisténcia entre esses agentes.

27



4.4 Analise dos sequenciamentos

4.4.1 Curva de rarefacio

Analisando a curva de rarefagdo, € possivel verificar se a riqueza de espécies foi
alcancada, ou seja, se toda a diversidade presente na amostra foi sequenciada. Observou-se que
0 sequenciamento atingiu o maximo de riqueza das amostras analisadas, o que ¢ representado
pelo platd na curva, exceto para a amostra A44, que, embora ndo tenha atingido o platd, foi
mantida por apresentar uma tendéncia de alcanca-lo (Figura 6).

Species Richness

==

50000 100000 150000 200000 2500
Sequence Sample Size

Figura 6 — Curva de rarefagcdo obtida a partir do sequenciamento das amostras. Seta
vermelha: amostra A44 ndo alcancou plato da curva de rarefagao.

4.4.2 Abundancia relativa geral

Os dados foram avaliados majoritariamente a nivel de género. A técnica de NGS possui
limitagdes quanto as identificagdes a nivel de espécies, de forma que se optou por ndo as utilizar.

Na Tabela 7, ¢ possivel observar a quantidade de taxons presentes em cada nivel
taxonomico dentro de cada amostra. A andlise foi realizada com base apenas no gene 16S
ribossomal bacteriano. No entanto, em alguns casos, foram registrados dois Reinos,
provavelmente devido a erros de identificagdo, uma vez que, ao nivel de Espécie, também foram
identificadas leveduras, o que sugere um erro na técnica.

Tabela 7 - Diversidade de taxons por niveis taxondomicos

Cadigo Animal Reino Filo Classe Ordem Familia Género Espécie
Al Simba OD 1 9 12 30 47 63 80
A2 Simba OE 12 19 48 78 126 159
A3 Pizza OD (13/06/23) 17 37 82 143 246 363
A4 Cindy OE 18 26 62 119 195 266
A8 Onix OE 5 8 15 25 32 49
A9 Onix OD 11 23 31 36 48

20 39 92 166 339 499
21 33 80 158 288 401
11 15 43 68 102 138

A10 Onix OE (retorno)
Al1l Onix OD (retorno)
A12 Olivia OE (retorno)
A13 Olivia OD (retorno)

P P, NN EFP P NMNDNDDN
D
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Tabela 7 (cont.) - Diversidade de taxons por niveis taxondomicos

A15 | Pizza OD (28/06/23) 2 22 40 88 163 302 439
Al6 Meeka OD 1 10 15 38 68 95 129
Al17 Meeka OE 2 15 25 60 99 152 204
A19 Summer OE 1 6 8 16 21 23 31
A20 Léo OD 1 7 12 31 46 61 84
A21 Léo OE 2 30 65 143 220 384 502
A26 | Pizza OD (24/07/23) 2 19 32 79 139 242 354
A28 Luffy OD 2 24 53 121 216 414 596
A29 Luffy OE 2 23 49 121 200 313 438
A30 Rabito OD 2 12 16 35 54 73 93
A31 Rabito OE 1 8 10 14 18 27 43
A33 Lutche OE 1 15 24 57 97 157 193
A35 Joca OE 1 10 14 30 42 52 65
A36 Zeca (1) OD 1 5 9 20 27 32 43
A37 Zeca (1) OE 1 4 6 13 19 20 25
A38 Frank OD 1 7 10 13 16 23 31
A39 Frank OE 2 7 11 31 51 65 87
A40 Lucky OD 3 12 16 48 82 131 176
A41 Lucky OE 3 15 21 52 92 166 246
A42 Shake OD 1 7 11 23 33 36 52
A43 Shake OE 2 16 26 48 82 115 143
Ad4 MelOD 2 30 61 131 212 360 458
A45 Mel OE 1 5 7 13 18 20 26
A46 Zeca (2) OD 1 8 10 18 27 37 53
A47 Zeca (2) OE 1 7 11 20 29 40 58
A48 Vince OE 1 5 9 18 24 29 43
A49 Bob OD 2 9 13 29 44 61 89
A50 Bob OE 1 6 8 22 32 47 69
A51 Molly OD 1 11 17 36 63 98 140
A52 Molly OE 1 11 29 53 79 109
A53 D6ris OD 1 7 10 18 27 45 62
A54 Doris OE 1 10 13 24 32 47 66

A amostras Zeca-10E (A37) foi a que teve menor diversidade em relacao ao Filo (4),
enquanto as amostras de Léo OE (A21) e Mel OD (A44) foram as que tiveram maior
diversidade, chegando a 30 Filos.

A nivel de género, Zeca-10E (A37) também foi o que teve menor diversidade,
apresentando 20 géneros, junto com Mel OE (A45). Léo OE (A21) foi o que se destacou com
maior diversidade, apresentando 384 géneros.

Na analise da abundancia relativa, observou-se uma maior presenga dos filos Firmicutes
e Actinobacteriota, seguidos por Proteobacteria e Bacteriota. Ja Fusobacteriota e
Acidobacteriota apareceram em propor¢des menores.
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Figura 7 — Abundancia relativa a nivel de filo por animais

Analisando os dados a nivel de género, observamos que Staphylococcus (Firmicutes) e
Corynebacterium (Actinobacteriota) s3o os géneros mais abundantes. Isso corrobora os achados
a nivel de filo, explicando as abundancias encontradas anteriormente. As abundancias relativas
por género, de acordo com os animais, podem ser observadas na Figura 8.
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Figura 8 - Abundancia relativa a nivel de Género por animais

Podemos destacar que a barra 'outros' representa o agrupamento de todos os géneros
presentes, mas que propor¢des minimas. Embora a amostra de Mel (OD) tenha apresentado
uma riqueza de 360 géneros, conforme mostrado na Tabela 7, a abundancia relativa de ‘outros’
foi muito maior do que a observada na amostra de Léo (OE), que teve 384 géneros identificados.
Isso demonstra que ndo ¢ apenas a diversidade que devemos avaliar na comunidade, mas
também as abundancias, as quais devem determinar como funcionam as relagdes interespécies
e, até mesmo, o equilibrio dentro desses microbiomas.

Outros géneros tiveram destaques em diferentes amostras, sendo eles: Streptococcus,
Porphyromonas, Pseudomonas, Fusobacterium, Peptostreptococcus, Bacteroides, Pasteurella
e Arcanobacterium.

Bradley et al. (2020) encontraram em seus estudos predominancia de Staphylococcus,
Streptococcus, Corynebacterium, Porphyromonas, Flavobacterium, um género nao
especificado na familia Lachnospiraceae e Cutibacterium (anteriormente Propionibacterium).

Borrielo et al. (2020) encontraram um total de 316 géneros em orelhas afetadas por otite
externa, sendo os mais frequentes Staphylococcus (22,0%), Pseudomonas (18,6%), Proteus
(5,6%), Lactobacillus (5,5%), Corynebacterium (5,4%), um género ndo classificado da familia
Enterobacteriaceae (4,9%), Porphyromonas (4,5%), Enterococcus (2,3%) e Streptococcus
(2,2%).

Outros trabalhos também apresentam Staphylococcus e Corynebacterium como
principais agentes envolvidos (Leonard et al., 2022; Tang et al., 2020), de forma que podemos
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suscitar que estes agentes possuem importante participacdo na disbiose da orelha. Focando em
entender como estes microrganismos interagem com a comunidade, possamos descobrir
alternativas para prevencao e controle da otite por meio do manejo da orelha e ndo tanto com o
uso de antimicrobianos.

Um estudo avaliou as diferengas no microbioma de orelhas com o pavilhdo auricular
ereto e pendular. Na classificacdo por género, foi observado que Corynebacterium (17,90%),
Proteus (15,33%), Tissierella (3,95%), Acinetobacter (2,57%) e Achromobacter (2,07%)
estavam em proporgdes relativamente maiores em cdes com orelhas eretas e otite externa,
embora sem diferenga estatisticamente significativa (P > 0,05). No entanto, houve uma
diferenca significativa (P = 0,03) na porcentagem relativa de Staphylococcus (17,65%)
encontrada em caes com orelhas eretas e otite externa, sugerindo que esse género bacteriano
pode estar associado a condi¢do em caes com orelhas eretas. A comparagao da comunidade
bacteriana em orelhas pendulares com otite externa revelou maiores propor¢des de
Corynebacterium (29,57%), Pseudomonas (18,19%), Acinetobacter (4,07%), Cloacibacterium
(5,23%) e Dechloromonas (3,46%), mas os dados preliminares ndo mostraram diferenca
significativa na porcentagem dos géneros bacterianos (Saengchoowong et al., 2023).

O estudo ndo analisou a doenga de base para identificar se os animais eram atdpicos, de
forma que a presencga de Staphylococcus em animais com orelhas eretas, poderia estar associada
a esse fator (Ngo et al., 2018). Este serd um ponto importante a ser controlado e reportado em
estudos futuros para evitar vieses nas interpretagdoes.

4.4.3 Abundancia relativa por raca

Quando avaliamos a abundancia agrupando as analises por raca, observamos que o
género Staphylococcus estd muito mais presente nas ragas Spitz Alemao, Sharpei e Cocker
Spaniel. J& Corynebacterium aparece em maior abundancia para Bulldog Francés. O Lhasa
Apso, Pug e Pinscher também tiveram Streptococcus, Pasteurella e Arcanobacterium como
bactérias proporcionalmente importantes. J& os Shih-Tzus tiveram maior participagao de
anaerobios em sua comunidade (Figura 9).
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Beagle - |
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. Streptococcus . Peptostreptococous

Figura 9 — Abundancia relativa de géneros bacterianos agrupados por raca
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Por meio da andlise de B-diversidade, foi possivel observar as ragas que apresentaram
microbiomas similares (Figura 10). A partir de nossos dados, podemos dizer que Shih-Tzu,
Beagle, Bulldog Francés e Pug possuem comunidade microbianas mais proximas (grupo roxo),
enquanto Pug, Bulldog Francés, Lhasa Apso, Spitz Alemao e Sharpei também possuem
microbiomas similares, formando outro grupo (grupo azul).
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Figura 10— Analise da B-diversidade para racas.

Dos 22 animais selecionados para as andlises de NGS, 4 eram Beagles, 3 Bulldogs
Franceses, 1 Cocker Spaniel, 1 Golden Retriever, 1 Lhasa Apso, 1 Pinscher, 2 Pugs, 1 Setter
Inglés, 1 Sharpei, 6 Shih-Tzus, 1 Spitz Alemao e 4 SRD (Sem Raca Definida).

O objetivo do estudo nao era comparar os microbiomas entre as ragas com otite, sendo
este dado apenas um achado que sugere uma possivel proximidade entre elas, porém o nimero
amostral ainda ¢ muito pequeno, possivelmente nao refletindo a realidade. A semelhanga, no
entanto, provavelmente estd relacionada a fatores predisponentes comuns a essas ragas
(Paterson, 2016). Compreender como a otite afeta cada raca pode fornecer indicios para
tratamentos especificos, o que pode aumentar o sucesso terapéutico e reduzir as chances de
recidiva.

Futuros estudos poderdo investigar se realmente existe essa similaridade racial,
utilizando grupos controlados, um tamanho amostral adequado e padronizado e definindo as
condi¢des da orelha (com ou sem otite). Além disso, seria interessante restringir inicialmente
as regides geograficas, ja que o clima local pode influenciar o microclima auricular (Grono,
1970a; Grono, 1970b), afetando os resultados dos estudos.

Ainda nao existem estudos realizados com esse foco. A maioria dos estudos ¢ recente e
se concentra na comparagdo entre o microbioma de orelhas com otite e o de orelhas saudaveis.
Nos proximos anos, novas linhas de pesquisa devem surgir, e esse tipo de estudo tem grande
potencial para ser desenvolvido.
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4.4.4 Analise de similaridade

A partir da criagdao do dendrograma, foi possivel observar a proximidade do microbioma
entre as orelhas de cada animal. Em 20% (3/15) dos casos, observou-se uma alta proximidade
entre o microbioma da orelha esquerda e da orelha direita. Nos outros casos (12/15), foram
encontradas diferencas entre as duas orelhas, variando de pequenas a grandes, dependendo do
animal (Figura 11). Destacam-se os casos dos animais Simba e Mel, que apresentaram a maior
distancia entre os microbiomas das duas orelhas. Vale ressaltar, que uma das amostras de Mel
(A44) exibiu uma curva incompleta no grafico de rarefacao, o que pode indicar que, ao nao
esgotar o sequenciamento total, a riqueza de espécies ndo foi completamente analisada,
explicando a grande distancia observada.

Simba
= Onix Mel(OE)
= Meeka l
m | éo
u
El;f{)}i,to AF Meeka(OD)
Zeca Meeka(OE)
® Frank
= Lucky s —f
. ;Z?ke Luffy(OD)
Zeca,_(2) e I s
® Bob
L] Mgl!y Luffy(OE)
® Doris Léo(OE)
Lucky(OE
_| Molly(OD)
Frank(OE)
Lucky(OD)
— D)
Léo(OD)
Bob(OE)
Onix(OD)
Frank(OD)
_|
—
_| Doris(OE)
Déris(OD)
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Onix(OE)
I T T T 1
0.8 0.6 0.4 0.2 0.0

Figura 11 — Dendrograma das amostras de orelha esquerda e direita utilizando a distancia de
Bray-Curtis.

O tratamento da otite, tradicionalmente, ¢é realizado de forma bilateral,
independentemente de afetar uma ou ambas as orelhas. No entanto, a partir do dendrograma,
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podemos observar que essa abordagem pode ndo ser adequada. Pelos resultados apresentados,
as orelhas geralmente apresentam microbiomas diferentes, ¢ o impacto do uso de
antimicrobianos em cada uma delas pode variar. A pressdo causada pelo uso de medicamentos
pode gerar respostas distintas no desenvolvimento de resisténcias, e ainda ndo sabemos quais
as consequéncias disso para o animal, o tutor ou o ambiente.

Até o momento, ndo foram realizados estudos focados em investigar as diferencas entre
as orelhas de um mesmo animal. Estudos controlados, aproveitando, por exemplo, as
comparagoes dos microbiomas auriculares entre ragas, podem fornecer informagdes valiosas
sobre essas diferengas.

4.4.5 Analise de amostras em 3 momentos distintos

No inicio do desenvolvimento do trabalho, durante a etapa de padronizagdo da extragdo,
foram utilizadas amostras da orelha direita da paciente Pizza (Beagle, fémea, 5 anos, com otite
cronica de causa primaria desconhecida) como controle positivo. A cada novo grupo de
extracdo de amostras, um novo material era coletado da paciente para ser utilizado como
controle. Dessa forma, foram coletadas trés amostras em momentos distintos: a primeira no dia
13/06/2023, a segunda no dia 26/06/2023 e a terceira no dia 24/07/2023.

Pizza

0.75-

Relative Abundance
T

Others Lactobacillaceae_Lactobacillus Bacillaceae_Bacillus
Staphylococcaceae_Staphylococcus Rhodobacteraceae_Paracoccus Pomphyromonadaceae_Porphyromonas

Genus Sphingomonadaceae_Sphingomonas Oxalobacteraceae_Massilia Corynebacteriaceae_Corynebacterium
Propionibacteriaceae_Cutibacterium NA

Figura 12 — Abundancia relativa da orelha direita da Pizza em 3 momentos distintos.

Consequentemente, as amostras tiveram um intervalo de 13 dias entre a primeira ¢ a
segunda coleta, e de 29 dias entre a segunda e a terceira. Foi possivel observar que, do primeiro
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para o segundo momento, a populagdo de Staphylococcus permaneceu aproximadamente igual,
enquanto a populacdo de Lactobacillus se tornou mais abundante e a de Cutibacterium
diminuiu. Apds os 29 dias, o cenario mudou, com a populagdo de Staphylococcus tornando-se
mais abundante, além do aumento das populacodes de Sphingomonas e Cutibacterium, enquanto
a de Lactobacillus reduziu.

Pelos resultados, podemos especular que Staphylococcus e Sphingomonas possuem
algum tipo de relacdo sinérgica entre si, mas provavelmente antagdnica em relacdo a
Lactobacillus.

Essa analise, se realizada ao longo de um periodo maior, com padronizagao dos tempos
de coleta e um maior conhecimento sobre o estado clinico do animal, pode ser extremamente
interessante para entender a dindmica de autocontrole dessa comunidade.

Poderiamos identificar as relagdes de sinergismo ou antagonismo entre as populacoes e,
com isso, potencialmente criar estratégias para manipular esses ecossistemas de forma
favoravel, a fim de manter a boa satude da orelha externa.

4.4.6 Analise do animal em tratamento

Durante o desenvolvimento do trabalho, houve a tentativa de analisar o microbioma
auricular antes e depois do tratamento. No entanto, apenas trés animais tiveram suas amostras
coletadas antes e ap0Os o tratamento, e destes somente um (Onix) passou em todos os testes de
qualidade de extragdo, permitindo o sequenciamento e a compara¢do das amostras.

Nas amostras antes do tratamento, observou-se uma grande abundancia relativa de
Corynebacterium na orelha direita, seguida por Streptococcus e Trueperella, além de uma
populagdo relativamente infima de Pseudomonas aeruginosa. Ja na orelha esquerda, P.
aeruginosa foi a bactéria dominante. O dendrograma apresentado anteriormente mostrou um
distanciamento entre os microbiomas das duas orelhas, o que foi justificado pelas diferengas
nas abundancias relativas agora observadas. Esse achado refor¢a a importancia de tratar as
orelhas de forma independente, pois o tratamento das otites causadas por P. aeruginosa deve
ser diferenciado (Pye, 2018).

Apos a revisao do paciente, foi observada uma reducdo da populacio de
Corynebacterium na orelha direita, com um aumento consideravel na abundancia de 'outros
géneros' presentes em menores quantidades. Além disso, uma populagdo de P. aeruginosa se
tornou mais abundante, comegando a se estabelecer nessa orelha. Ja na orelha esquerda,
observou-se uma reducdo da abundancia relativa de P. aeruginosa, com um aumento de 'outros
géneros', o que pode ser interpretado como um ganho de diversidade nessa orelha (Figura 13).

Embora o uso de graficos de abundancia relativa a nivel de espécies ndo seja o mais
recomendado, neste caso, eles fornecem informacdes visuais valiosas. Na Figura 14, é possivel
perceber que as colunas referentes as amostras de retorno apresentam uma variagao
colorimétrica muito maior do que as amostras coletadas antes do tratamento. Cada cor
representa uma espécie, de forma que a legenda foi ocultada devido ao seu tamanho. Quanto
maior a diversidade de cores em uma coluna, maior € a diversidade microbiana presente na
amostra. Assim, fica claro que, apds o tratamento, os condutos auriculares apresentaram um
aumento na riqueza de espécies, embora P. aeruginosa ainda se mantivesse predominante na
otite externa (OE). Buscar essa maior diversidade de espécies deve ser a principal chave para
tratamento das otites, sem o uso de antimicrobianos.

Infelizmente, apenas uma amostra pode ser analisada nesse aspecto. No entanto, o
desenvolvimento de estudos futuros com foco nessa andlise serd de grande importancia para
aprofundar o entendimento sobre o tema.
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Figura 13 — Abundancia relativa a nivel de género antes e depois do tratamento.
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Figura 14 — Abundancia relativa a nivel de espécie antes e depois do tratamento.
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4.5 Comparacio entre culturas bacterianas e analises do microbioma

Foi possivel comparar os resultados obtidos nas culturas bacterianas com os dados
obtidos das andlises de microbioma. Para o estudo da relacdo, foram examinados os graficos de
abundancia relativa individuais que podem ser consultados no anexo F.

Das 42 amostras sequenciadas, duas foram excluidas: as primeiras repeticdes do animal
Pizza (13/06/23 e 26/06/23). A ultima analise foi mantida, pois envolveu a coleta de amostras
das duas orelhas e a realizacao tanto do sequenciamento quanto do cultivo bacteriano. Portanto,
40 amostras foram analisadas, sendo que em 5 delas nao houve crescimento bacteriano. Em
45% (18/40) das amostras, o crescimento foi puro, enquanto em 42,5% (17/40), observou-se
crescimento misto. Ao todo, foram obtidos 55 isolados a partir das 35 amostras com
crescimento bacteriano.

Quatro isolados (4/55, 7,27%) nao foram detectados nos sequenciamentos, sendo eles:
Lysinibacillus fusiformis, pertencente a amostra de Léo OE; Staphylococcus pseudintermedius
e Enterococcus faecalis, provenientes de Mel OD (A44); e Proteus mirabilis, de Mel OE (A45).

Em relacdo ao L. fusiformis, é possivel que a identificagdo do género ndo tenha sido
precisa. Considerando as limitagdes tanto da técnica de NGS quanto dos tratamentos
subsequentes, essa possibilidade ndo pode ser descartada.

A amostra de Mel OD (A44) ndo atingiu o platd na curva de rarefacdo, o que sugere que
a riqueza total da amostra pode ndo ter sido completamente sequenciada, visto que essas
espécies sao comuns nos sequenciamentos, aumentando a chance de serem detectadas.

Esse fato, no entanto, nao ¢ incomum. Em um estudo realizado por Bradley et al. (2020),
ocorreu uma situacdo semelhante com 2 isolados de Proteus spp., um de E. coli e um de
Enterococcus spp. O autor aponta que, embora a regido V1-V3 do gene 16S seja mais adequada
para distinguir a maioria das espécies bacterianas ao nivel de género, ela apresenta limitagdes
para identificar Enterobacteriaceae intimamente relacionadas (Bradley et al., 2020).

Esse mesmo ponto pode justificar o fato de o Proteus mirabilis isolado a partir da
amostra Mel OE (A45) ndo ter sido detectado no sequenciamento.

Comparando os resultados dos cultivos bacterianos com as analises dos microbiomas,
encontramos 30,91% (17/55) de compatibilidade entre o isolamento da bactéria e o género de
maior abundancia relativa no sequenciamento. Em 61,82% (34/55) dos casos, as bactérias
i1soladas ndo eram iguais as mais abundantes no sequenciamento. Dentre esses isolados, 50,91%
(28/55) tinham bactérias cultivaveis mais abundantes do que aquelas que apareceram no
sequenciamento (Figura 15). O resumo dos resultados encontrados, com os géneros mais
abundantes, pode ser observado no Quadro 6.

M |solados que nado apareceram no
sequenciamento

M |solado era igual a mais abundante

50.91%

M |solados que ndo eram iguais as
mais abundantes

M Nao correlatas que tinham
cultivdveis mais abundantes

B Nio correlatas que NAO tinham
cultivdveis mais abundantes

Figura 15 — Comparagao dos resultados das culturas bacterianas e analises dos microbiomas.
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Leonard et al. (2022) analisaram 20 amostras e observaram uma correlagao de 70%
entre as culturas e os sequenciamentos. Do total de espécies bacterianas encontradas, 38,7%
ndo foram reveladas nas culturas bacterianas, sendo que, na maioria das vezes,
Corynebacterium foi o género mais associado a essa discrepancia.

E importante notar que nem todas as bactérias encontradas em cultivos estardo também
presentes nos sequenciamentos. Diversos fatores podem contribuir para essa diferenga, além
dos ja discutidos. No estudo de Leonard et al. (2022), os autores sugerem que o uso de
medicamentos topicos em alguns animais poderia ser uma possivel explicacdo para a
discrepancia, caso ocorrido em seu experimento. Outro ponto relevante ¢ que, em todas as
pesquisas, duas amostras sao coletadas: uma para cultura e outra para sequenciamento. Embora
exista o esfor¢o de coletar as amostras do mesmo ponto, ndo ha garantia de que as duas amostras
sejam idénticas, o que constitui mais uma variavel critica a ser considerada em trabalhos
futuros.

Em 29,09% (16/55) dos casos, existiam bactérias anaerdbias mais abundantes do que as
detectadas na cultura. Nao ¢ comum a pesquisa de bactérias anaerdbias por meio de cultivo
durante o diagndstico microbiologico da otite bacteriana, especialmente em laboratorios
comerciais. De maneira geral, esse grupo bacteriano nunca foi considerado de grande relevancia
nas infec¢oes otologicas. Uma excecdo foi o estudo realizado por Oliveira et al. (2008), que
investigou bactérias anaerdbias por meio de cultura microbioldgica. O unico microrganismo
anaerdbio encontrado foi Staphylococcus aureus subsp. anaerobius, com 4 isolados de um total
de 70 amostras. Podemos perceber que mesmo adicionando essa técnica de cultivo, ndo
obteremos resultados tao ricos quanto aqueles encontrados a partir do NGS.

A riqueza de espécies encontrada foi muito grande, o que torna impossivel realizar uma
analise detalhada de cada situagdo especifica. Contudo, uma duvida relevante surge: entre os
microrganismos mais abundantes, muitos dos quais ndo sdo cultivaveis e s6 podem ser
detectados por técnicas moleculares, haverd espécies com potencial patogénico? Para ilustrar
essa questdo, foram selecionados trés géneros: Glutamicibacter, Ralstonia e Lautropia. Os dois
primeiros sdo mais associados ao ambiente (dgua, solo), enquanto o terceiro estd
frequentemente associado ao trato respiratério ¢ a cavidade oral humana. Embora nenhuma
dessas espécies tenha caracteristicas claramente patogénicas, ha relatos de casos em que foram
causadoras de doengas, principalmente em pacientes imunossuprimidos (Genseke et al., 2024;
Santos et al., 2020; Ryan e Adley, 2013; Rossmann ef al., 1998).

E possivel supor que esses microrganismos possam contribuir para infecgdes otologicas,
caso haja uma disbiose na comunidade microbiana. No entanto, o cenario pode ser ainda mais
grave se considerarmos a evolugdo das otites externas nao tratadas, que podem se expandir para
orelha média e interna. Nao sabemos, ainda, como esses agentes oportunistas se comportariam
caso tivessem acesso a essas regides mais sensiveis € com menor competicdo microbiana,
porém podemos avaliar que o risco existe.

Para finalizar, a maior parte das pesquisas de microbioma focam no estudo da
microbiota intestinal, tanto humana quanto animal. Alguns grupos de pesquisa estdo
investigando a interagao entre o microbioma intestinal € a dermatite atopica, uma das principais
causas primarias das otites em caes (Rostaher ef al., 2022; Mashiah et al., 2022; Ural, 2022).
Foi observado que a microbiota intestinal possui papel importante na patogénese dessa doenca
e, mais recentemente, estudos intervencionais que utilizaram transplante microbiano fecal em
pacientes com dermatite atopica demonstrando que o procedimento ¢ seguro e eficaz no
controle dos sinais clinicos da doenga em caes e humanos (Mashiah et al., 2022; Ural, 2022).
Portanto, ha uma oportunidade de estudos futuros nesse campo, incluindo a correlagdo dos
efeitos da doenca no microbioma auricular canino em animais com e sem otite. Além disso, o
uso de transplante de microbioma auricular ou de reposi¢do da microbiota pode representar
alternativas promissoras ao uso de antimicrobianos.
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Quadro 6.- Dados das amostras sequenciadas e comparagao do resultado dos cultivos bacterianos com sequenciamento

6digo 6digo amostra aca exo dade Doenga de Base ame Orelha olamento eq Ab &nero com maior abund
= . - g - -
AT ot Giriim Pl Macho | 8anos Alergia alimentar / suspeita de hipotireoidismo Em oD Stapliylaenacsiseddinten ediis Sim) a
A2 MO003 OE i [ sim 32 , sim
A4 M013 Cindy SRD Fémea | lano - nao OE Staphylococcus pseudintermedius sim 10 - -
Pseudomonas aeruginosa sim 12 - -
Proteus mirabilis sim 62 C sim
A8 M016 OE — = negoldia, T
nio Staphylococcus coagulans sim 162 GRS e EE pe e e sim
Peptostreptococcus, Porphyromonas, Dialister, Enterococcus
Onix Shih-Tzu Macho | 1ano - Enterococcus faecalls sim 170 - sim
A9 Mo15 ) Staphylococcus coagulans sim 3 Corynebacterium, Trueperella, Str Finegoldia, Arcanobacterium sim
p i o . B
A10 MO16R . OE (retorno) 9T sm 2 . . -
sim Staphylococcus ureilyticus sim 20 Ralstonia, Corynebacterium sim
A1l MO15R 0D (retorno) Staphylococcus nepalensis sim i Corynebacterium sim
AL2 MO12R Olivia <D remea | 6anos sim OE (retorno) N3o houve crescimento bacteriano. - Staphylococcus, sim
A3 MO11R - 0D (retorno) Staphylococcus coagulans. sim 12 - -
Al6 MO017 oD Enterococcus faecalis sim 32 Staphylococcus, Bacteroides sim
AL7 MO18 Meeka Spitz Alemdo - 7anos Fundo alérgico ndo OF i s!m 12 - -
Enterococcus faecalis sim 20 - -
- 5 . -
AL9 M020 Summer Bulldog Francés - 6anos Fundo alérgico ndo OE Staphylococcus coagulans sim S
Corynebacterium sp. sim 20 - -
A20 Mo021 oD i sim 22 Corynebacterium sim
on o2 Léo Bulldog Francés Macho | 5anos - ndo oF Staphylococcus pseudintermedius sim 22 Corynebacterium sim
Lysinibacillus fusiformis ndo = = sim
A26 MO037 Pizza Beagle Fémea | 5anos Atopia ndo oD N3o houve crescimento bacteriano - - cus, sim
A28 MO39 Luffy Beagle Macho 3anos Atopia ndo oD N?o houve crescimento bacteriano - - Staphylococcus sim
A29 Mo40 OE Nao houve crescimento bacteriano - - Staphylococcus sim
K Bacteroides, Pepi ptococcus, Porphy ., Fusobacterium, Parvimonas, Peptoniphilus, Peptococcus, N
Streptococcus canis sim 132 ndo
A30 Mo23 oD P! Filifactor, Dialistes, Anaerococcus, Odoribacter, Fusibacter
Rabito Shih-Tau Macho | 8anos . o Corynebacterium striatum sim 192 grupo descrito acima + L Finegoldia, sim
Corynebacterium striatum sim 110 Parvimonas, Bacteroides, Fusobacterium, Peptostre occu iphil p s, Finegoldia, ndo
A31 M024 O V! 3 Dialistes, Anaerococcus, Peptococcus
Streptococcus canis sim 142 grupo descrito acima + Ar¢ ium, L ndo
A33 MO026 Lutche Setter Inglés - 2anos - OE Weissella confusa sim i Cutibacterium ndo
A35 M028 Joca SRD Macho | 7anos - nio OE i sim 62 Peptostreptococcus, Bacteroides, Parvimonas, Porphyromonas, Fusobacterium nio
- 5 -
GED L) Zeca Lhasa apso Macho | 13anos ° nao =0 s!m 2 sm
A37 MO030 OE Staphylococcus coagulans sim 2 - -
Corynebacterium auricanis sim 10 - -
A38 M031 oD Bactéria descrita acima + cus, Arc ium, ,
Frank Pug Macho | 9anos - ndo Staphylococcus haemolyticus sim 140 ! taacima + ! u um 4 sim
Stre Prevotella, Finegoldia, L Anaerococcus, Prevotella, Actinomyces, Helcococcus
A39 MO032 OE Corynebacterium sp. sim 1° -
A40 M045 " - oD i i 42 C by i
Lucky Shih-Tzu Macho lano - nao = : - Sm - L_"Vng - - s!m
A4l MO046 OE N&o houve crescimento bacteriano - Corynebacterium, Sphingomonas, Kocuria, Arcanobacterium, Staphylococcus sim
A%2 MO33 Shake sharpei . 7anos . o oD Staphylococcus sp. (Maldi-TOF nio identificou) sim 10 - -
A43 MO034 OE i [ sim 1° - -
Ada MO35 oo Staphylococcus pseudintermedius ndo - Methylobrum, Koribacter, Streptococcus sim
Mel Cocker Spaniel Fémea | 14anos - ndo Enterococcus faecalis ndo - ), i Stre sim
A45 M036 OE Proteus mirabilis nio Staphylococcus sim
aeruginosa sim 52 Porphyromonas, Prevotella, fusobacterium, Bacteroides ndo
Ade MO050 oD Proteus mirabilis sim 62 grupo descrito acima + bactéria descrita acima ndo
Zeca(2) Shih-Tau acho | 14anos o Corynebacterium amycolatum sim 110 grupo descrito acima + Odoribactere, Filifactor, Peptococcus, Roseburia ndo
Corynebacterium striatum sim 72 Odoribacter, Porphyromonas, Proteus, Fusobacterium, Bacteroides, Prevotella sim
47 MO51 OE Rk grupo descrito acima + Dialister, Peptoniphilus, Fretibacterium, Filifactor, Finegoldia, Peptostreptococcus, B
Staphylococcus coagulans sim 170 i ndo
cus, L Actinomyces
Staphylococcus coagulans. sim 20 Anaerococcus ndo
A48 M049 Vince Shih-Tzu Macho | 14anos = nao OE i i i i f
Proteus mirabilis sim 100 CRERELEREERS 5@, CRIEE sim
Lawsonella, Helcococcus
Ao vosa oo Cz;yn:b;nenum amyco;utum sim ; - -
Bob Bulldog Francés | Macho | 4anos - nio F—— apny mf\;"lz.m;g: ”f’s.d o Sim — . -
ASO MOS5 oF orynebacterium sp. (Mal di- n~ao‘| enlwllcoui s!m e - -
Staphylococcus sp. (Maldi-TOF nio identificou) sim 32 Finegoldia ndo
sim 42 Ce i sim
ASL M0s8 oD grupo descrito acima + Neisseia P , 1, Finegoldia,
Molly Pug Fémea | 11anos ndo Achromobacter xylosoxidans sim 192 Peptostreptococcus, Anaerococcus, Bacteroides, L l, i P lla, Fi i sim
Cutibacterium
A52 MO59 OE Staphylococcus coagulans sim 22 sim
As3 os6 on Corynebaterium amycolatum sim 62 Fusobacterium, , Pep! , , Bacteroides nio
Corynebacterium striatum sim 62 Fusobacterium, , Pep! i , i nio
Déris Shih-Tzu Fémea | 11anos - nio Corynebaterium amycolatum sim 100 - Bacteroides, » Fifactor, nio
Asa M057 oF Ezakiella, P
ium, Bacteroides, , Filifactor, -
Corynebacterium striatum sim 100 " " i ndo
Ezakiella, P

Legenda: P. Seq.: presenca no sequenciamento; Pos. Abund.: posic3o em relagio a

relativa no

Cultiv.: presenca de bactérias cultivaveis dentre as com maior abundancia.

40




5 CONCLUSOES

Foi possivel concluir que hd uma grande diversidade bacteriana nos condutos auditivos
de cdes com otite. A cultura bacteriana continua sendo uma ferramenta importante para o
diagnéstico microbioldgico, mas, no caso das otites externas, pode ndo ser tdo eficaz,
especialmente quando o objetivo ¢ identificar o microrganismo causador da infeccdo e
direcionar o tratamento com base nas espécies isoladas em cultivo.

O namero reduzido de animais avaliados influenciou as conclusdes de algumas andlises.
Observou-se que certas racas compartilham semelhangas em suas comunidades microbianas,
sugerindo a presenca de fatores comuns que podem estar associados a esse padrdo. No entanto,
estudos com um numero maior de animais sao necessarios para confirmar essas hipoteses.

Além disso, héd indicios de que, ao se avaliar a mesma orelha ao longo do tempo,
determinados grupos bacterianos tendem a se autorregular. Esse comportamento pode fornecer
informacdes valiosas para o manejo futuro dessas comunidades microbianas. Ainda assim, o
numero limitado de amostras ndo permite conclusdes definitivas.

Outro ponto observado foi a possivel influéncia do tratamento tépico na diversidade
microbiana da orelha. As orelhas em recuperagao apresentaram uma diversidade maior em
comparagdo as orelhas doentes. Apesar dessa tendéncia, estudos controlados com uma amostra
mais ampla sdo essenciais para validar esses achados.
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ANEXOS

ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dinamica do Microbioma Auricular de Caes em Diferentes Etapas da Otite

Razdo Social / CEUA: Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro — CEUA IV CIAEP: 02.0081.2019

Equipe Executora

Nome Telefone E-mail Funcao
Miliane Moreira Soares de Souza |(21) 97046-9546|  milianemss@gmail.com Professora - Orientadora
Mario Tatsuo Makita (21) 98239-4041| tatsuomakita@gmail.com |Doutorando — Coleta das amostras

Carolina de Moraes Barbalho

Trivisol Medeiros (21) 99664-9403 | carolmbarbalho@hotmail.com | Veterinaria — Coleta das amostras

Rafaela Bruno Faria Pisani (21) 99977-0215| rafapisanivet@gmail.com | Veterinaria — Coleta das amostras

Telefone CEUA/IV/UFRRIJ: (21) 2682-3051

Prezado Sr. (Sra.), o senhor(a) esta sendo convidado(a) a autorizar a participagdo de seu
animal em projeto de pesquisa que tem como finalidade avaliar o impacto do tratamento para a otite
externa canina na diversidade microbiana do conduto auditivo. O estudo visa coletar amostras de
cerume auricular de cdes com otite, utilizando “swabs” (hastes flexiveis com ponta de algodao), sendo
o procedimento realizado com material estéril, descartavel e de uso tnico. O desconforto gerado pelo
procedimento ¢ minimo, oriundo da conten¢do do animal e da inser¢do do swab no conduto auricular
(orelha) no momento da coleta da amostra. A otite ¢ uma doenca caracterizada pelo intenso processo
inflamatorio do conduto auditivo. Tal inflamagdo gera dor, podendo existir sinais de dor por parte do
animal no momento da coleta. Esta dor ndo ¢ intencional por parte da pesquisa, sendo natural da doenca
e presente no momento da coleta. O procedimento é necessario, no entanto, para a realizacdo do
diagnostico e direcionamento terap€utico, sendo utilizado na rotina clinica. Em casos de dor extrema
ou rejei¢do do animal a coleta, o procedimento ndo sera realizado. Os riscos inerentes a coleta sdo
muito baixas, visto que o procedimento serd realizado com material de coleta apropriado, com ponta
de algodao (superficie macia ao contato com a pele) e inserido no canal vertical do conduto auditivo.
O orgdo auricular dos cdes possuem um canal vertical e um canal horizontal, diferente do canal
auricular humano que possui apenas o canal horizontal (Figura 1). A coleta da amostra sera realizada
apenas da orelha externa com a inser¢do do “swab” no canal vertical. Devido a caracteristica
anatdmica, somado ao fato de que o “swab” ndo possui flexibilidade suficiente para dobrar e seguir
pelo canal horizontal, o risco de perfuracdo de timpano no momento da coleta ¢ muito baixa, ndo sendo
encontrado até o momento relatos em bibliografia cientifica sobre este tipo de situag@o. A coleta sera
realizada por profissionais Médicos Veterinarios com experiéncia na realizagdo do procedimento com
o intuito de minizar ainda mais quaisquer riscos. O procedimento sera realizado em no minimo dois
momentos, sendo a primeira coleta no primeiro dia de atendimento e as outras nos dias das revisoes
até a cura clinica, a depender da evolucdo do tratamento. Sabendo que ¢ frequente a presenga de
microrganismos multirresistentes em quadros de otite externa canina, sendo comum encontrar casos
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com poucas, ou nenhuma, opgoes de antimicrobianos topicos para o tratamento, estamos procurando
alternativas para a resolugdo desses casos. A proposta do trabalho visa a melhor compreensao da
microbiota auricular canina com a intengdo de buscar informac¢des para diminui¢do do uso
indiscriminado de antimicrobianos em otites caninas, reduzindo assim, a sele¢do e disseminagdo de
microrganismos resistentes.

Todos os procedimentos seguem os principios éticos no uso de animais elaborados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA)e aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Veterinaria da UFRRJ sob o CEUA N°
(ainda nao atribuido). Sua autorizagdo para a inclusdo do(s) seu(s) animal(is) nesse estudo ¢é
voluntaria. Seu(s) animal(is) podera(ao) ser retirado(s) do estudo, a qualquer momento, sem que isso
cause qualquer prejuizo a ele(s). A confidencialidade dos seus dados pessoais sera preservada. Os
membros da CEUA ou as autoridades regulatdrias poderdo solicitar suas informagdes, ¢ nesse caso,
elas serdo dirigidas especificamente para fins de inspecdes regulares.

O Meédico Veterinario responsavel pelo(s) seu(s) anima(is) sera o Mario Tatsuo Makita
inscrito(a) no CRMV-RJ sob o n°13017. Além dele, a equipe da Pesquisadora Principal Miliane
Moreira Soares de Souza também se responsabilizara pelobem-estar do(s) seu(s) animal(is)
durante todo o estudo ¢ ao final dele.

Quando for necessario, durante ou apds o periodo do estudo, vocé podera entrar em contato
com o Pesquisador Principal ou com a sua equipe pelos contatos descritos no inicio deste
documento.

Figura 1: Esquerda — Anatomia do conduto auditivo do céo apresentando canal vertical e canal
horizontal. Direita — Anatomia do conduto auditivo humano apresentando apenas canal horizontal.
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Declaracio de consentimento

Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus riscose

beneficios ao(s) animal(is) pelo(s) qual(is) sou responsavel. Fui também informado que

posso retirar meu(s) animal(is) do estudo a qualquer momento. Ao assinar este Termo

de Consentimento, declaro que autorizo a participa¢do do(s) meu(s) animal(is)

identificado(s), a seguir, neste projeto.

Identificagdo dos animais

Nome ou nimero

Espécie Raga

Idade

Este documento sera assinado em duas vias, sendo que uma via ficard comigo e outracom o

pesquisador.

Rio de Janeiro,

de de

Assinatura do Responsavel

Responsavel
Nome:
Documento de Identidade:

Identificaciao do(s) animal(is)
Nome:

Numero de identificagdo:Espécie:
Raga:

Assinatura do Pesquisador
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ANEXO B — Termo de Ciéncia e Concordincia das Clinicas Veterinarias

Cf_’\E A Lis
UFRRJ Comissdo de Etice
UNNERSIDADE FEDERAL RUKAL no Uso de Animais
e A INSTITUTO DE VETERINARIA UFRRJ

TERMO DE CIENCIA E CONCORDANCIA

Eu, Dr. Vinicius Villas Bdas de Brito, Médico Veterinario responsavel pela Clinica Veterindria
WestCare, localizado na Estrada do Monteiro, 400 - Campo Grande, Rio de Janeiro - RJ, declaro
que estou ciente da realizagdo, nas dependéncias da Clinica Veterinaria WestCare, do estudo
intitulado “DINAMICA DO MICROBIOMA AURICULAR DE CAES EM DIFERENTES ESTAGIOS DE
OTITE” (proposta CEUA ainda a definir), a ser desenvolvido pelo doutorando Mario Tatsuo
Makita sob a orientagdo da Prof.a Miliane Moreira Soares de Souza, que visa a coleta de
amostras de cdes com sinais clinicos de otite para cultura bacteriana e fungica, utilizando
“swabs” (hastes flexiveis com ponta de algoddo) sendo o procedimento realizado com material
descartavel.

",—‘O e 474% {
Assinatura: /MM/X{, _ /%’!

Data: (02 /0 5&/,‘2@»&;2

BR 465, Km 7 / Campus da UFRR! - Seropédica - Rio de Janeiro - CEP: 23,890-000 - tel: 55 (21) 2682-3051 /
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8 &s 17h : e-mail: ceua.iv.ufrrj@gmail.com
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-‘ C%'E Comissio de Ei
miss@o de Etica
@HE.&%‘! A no Uso de Animais

DO RIO DE JANBIRD
S i U INSTITUTO DE VETERINARIA - UFRRJ

TERMO DE CIENCIA E CONCORDANCIA

Eu, Dra. Cristiane Bazaga Botelho, Médica Veterindria responsdvel pelo atendimento na
Radiovet — Centro de Radiologia Vetérinéria, localizado na Avenida das Américas, 5777 — 155,
Barra da Tijuca, Rio de Janeiro - RJ, declaro que estou ciente da realizagdo, nas dependéncias da
Radiovet, do estudo intitulado “DINAMICA DO MICROBIOMA AURICULAR DE CAES EM
DIFERENTES ESTAGIOS DE OTITE” (proposta CEUA ainda a definir), a ser desenvolvido pelo
doutorando Mario Tatsuo Makita sob a orientacdo da Prof®. Miliane Moreira Soares de Souza,
que visa a coleta de amostras de cdes com sinais clinicos de otite para cultura bacteriana e
flngica, utilizando “swabs” (hastes flexiveis com ponta de algoddo), sendo o procedimento
realizado com material descartével.

E
Assinatura: ?f

Data: 17/07/2023

BR 465, Km 7/ Campus da UFRRI - Seropédica - Rio de Janeiro - CEP: 23,890-000 - tel: 55 (21) 2682-3051 /
Hordrio de atendimento: 2 a 6% das 8 as 17h : e-mail: ceua.iv.ufrrj@gmail.com
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ANEXO C - Ficha de registro LABACVET

Projeto:

1. Dados da amostra Datadecoleta: _ /___ /

Codigo da Amostra:
Liberado em:

Data de entrada: ___ / /

, Paciente:

Espécie: ( ) Canino (

) Felino( ) Outra:

lAmostra: Swab em meio de transporte - secregdo otolégica (

) Orelha esquerda { ) Orelha direita

2, Processamento

E Data:

Isolamento primdrioem ( )ASC5% ( )JAMVF ( )JEMB ( )AMC Outro:
[Data: { )NHCBem 24 horas. { )Crescimentoem 24h: ( )ASC5% { )Outro:
[Data: ( ) NHCB em 48 horas. ( )Crescimentoem48h: ( )ASCS5% ( )Outro:
8. Caracteristica de colénia Data: ___ /___ /
Isolado 1: ASC 5% -
Densidade: ( )Discreto ( )Moderado ( )intenso UFC
Isolado 2: ASC 5% -
Densidade: ( ) Discreto ( ) Moderado [ )Intenso UFC
Isolado 3: ASC 5% -
Densidade: ( ) Discreto ( )Moderado ( )intenso UFC
4. Caracteristicas morfotintorias (Gram) e identificagdo presuntiva Data: [/ ____/
Isolado Gram Cat. Oxi. Observagio ID Presuntiva
1
2
3
b (1) Data: { JEMB (1) Data: ( JAMVF
-y (2) Data: ( )EMB (2) Data: () AMVF
o (3) Data: ( )EMB (3) Data: ( ) AMVF
5. Identificagio fenotipica Data de execugiio: ____ /____/ Datadeleitura: __ /__ /
Isolado | Coagulase | Manose | Maltose | CBHIs65%NaC1 | Bile-esculiva | Glicose | Lactose | Gas | H,S | Mot | Indol | Citrato | VP | VM
1
2
3
§ Isolado 1:
= Isolado 2:
‘E Isolado 3:
6. Identificagio MALDI-TOF Data de execugio: _____ / ____/ Datade leitura: ____ /___ /
§ Isolado 1:
< | Isolado 2:
ﬁa Isolado 3:
7. Identificagio Molecular Datadeexecugito: ___/____/ Datadeleitura: ____ /___ /
5 Isolado 1: Genes identificados:
£ | Isolado 2: Genes identificados:
éﬁ Isolado 3: Genes identificados:
8. Estoque e Extracio
Ioladolsf JBstBHE ocwde o tlinoo o € JEsESKmMIk ool ], { BRIl oo dlon i
Isolado2:( )EstBHI __/___ /__ ( )Est.Skim-Mikk __/___/____ ( )Extragdio ___/____/__

Isolado3:( )EstBHI __ /

/_____ ( )Est.Skim-Milk __/

/

( )Extragio Fo_ it



9. Antibiograma Datadeexecugho: _ /  / Datadeleitura: _ / _ /
Isolado 1: I IEolado 2; | llsolado 3:
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus
Identificagdo / Resisténcia Identificagdo / Resisténcia Tdentificagdo / Resisténcia
PEN S11|R PEN SLIIE PEN S1I R
CFO S|I]R CFO S|I|R CFO S11I|R
OXA S{I}IR OXA S{I|R OXA SII|R
BACO04] S | 1T | R BACOO4| ST I [ R BACO04| S | T [ R
POLB | S| I | R POLB | S| I |R POLB | S| I IR
Enterobacterales Enterobacterales Enterobacterales
ESBL ESBL ESBL
AMC [ S| TR AMC | S]T1]R AamMc [ s]|1]R
CRO S|I]|R CRO S|1I|R CRO S|I|R
ATM S|1|R ATM SITI{R] ATM ST IR
CAZ S]1T]R CAZ S|I|]R CAZ SIITL1E
€TX SItEIR €FX [ S|P IR €TX STEER
CPM S| 1]|R CPM S |- E R CPM SrriR
CFO SITLIR CFO STEIR CFO S}ELR
MPM 81+ PR MPM |'S |'I I'R MPM STI R
Enterococcus | Streptococcus Enterococcus [ Streptococcus Enterococcus | Streptococcus
Resisténcia Resisténcia Resisténcia
PEN S| I|R PEN il gl o PEN SrIrk
AMP S|I|R AMP 8 R AMP S]I|R
VAN S1I{R VAN SILIR VAN SLELT LR
GEN30| S| I | R GEN30| S| I |R GEN30 | S 1 I |R
EST300 S T R EST300} S I R EST300 1 S i R
ATB Terapéutico ATB Terapéutico ATB Terapéutico
Fluoroquinolonas Fluoroquinolonas Fluorogquinolonas
cIp S11 IR CIp 51 TR CIP S11I R
ENO S]IIT}R ENO S+ E K ENO STIELR
MOX S|'I R MOX | S| I |R MOX SI'Tt PR
OFX S|]IIR OFX S Y R OFX | S| T |R
ORB S11IR ORB ST1IR ORB S J IR
Aminoglicosideos Aminoglicosideos Aminoglicosideos
GEN S 1.1 LK GEN S b aR GEN S LL LR
NEO I |R NEO I | R NEO 1|R
TOB EEE: TOB IR TOB I &
Fenicéis Fenicois Fenicois
~ CLO S|II{R CLO ST1IITR CLO STITR
FLF SIT|R FLF S|]IL|R FLF S|IT}|R

| Mecanismo(s) de resisténcia observado(s):

Mecanismo(s) de resisténcia observado(s):

Mecanismofs) de resisténcia observado(s):
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ANEXO D - Protocolo de extracio de DNA de SWAB

Protocolo do LABACVET adaptado do LASAVE

1* Etapa: Armazenamento

1 — Apds coleta: 2 — Cortar parte do swab (cloacal ou traqueal com muito sangue) com lamina de bisturi estéril e dispor em
outro tubo eppendorf identificado.

2 — Armazenar amostras de swab em 400 pL. de PBS 1X estéril em tubos de eppendorfde 1,5 mL e identificar. Caso a extragdo
seja realizada até 48h apos a coleta, dar preferéncia por congelar o swab seco.

3 — Armazenar a -20°C se a extra¢do ndo for iniciada no mesmo dia.
4 — Ligar estufa.

5 — Descongelar Proteinase K (Pka) 20 mg/pL.

2% Etapa: Extracdo

Ponto 1 é opcional mediante a quantidade de sujidade que houver no swab. Se o swab estiver limpo antes dessas etapas, podem-
se desconsiderar as lavagens com PBS (passo 2).

1 — Centrifugar o eppendorf com o contetido (swab + 400 pL de PBS 1X) utilizados no armazenamento, a 14.500 rpm por 4
min, descartar o sobrenadante e repetir o passo mais uma vez (2 lavagens).

2 — Adicionar 20 pL de Proteinase K (20 mg/ pL).

3 — Adicionar 500 pL de solugdo de lise previamente aquecida (Ayres, 2002).
4 — Homogeneizar com ponteira.

5 — Incubar overnight em banho-maria a 55°C.

6 — Desligar banho-maria.

7 — Retirar o excesso do liquido do swab que passou pela incubagdo pressionando o mesmo contra a parede do eppendorf e
depois guardar no tubo de origem e armazenar no freezer. Pode cortar a ponta do swab em um novo eppendorf e centrifugar
por 13.000 RPM por 10 min. Apds a centrifugacao, retirar a ponta do swab e coletar o centrifugado com pipeta, adicionando-
0 ao eppendorf com a produto de extragdo inicial.

8 — Adicionar 500 uL de Clorofomio:Alcool isoamilico (24:1). Misturar com leve agitagio por 2 minutos

9 — Centrifugar a 13.000 RPM por 10 minutos.

10 — Transferir a fase superior para um novo eppendorf de 1,5 mL (usar a P200). (ponto critico: ndo pegar a interface).
11 — Adicionar igual volume de Clorofémio-Alcool isoamilico (24:1).

11 — Centrifugar a 13.000 RPM por 10 minutos.

12 — Transferir a fase superior para um novo eppendorf de 1,5 mL (usar a P200). (ponto critico: ndo pegar a interface).
13 — Adicionar o mesmo volume de isopropanol 100% gelado.

14 — Incubar a —20°C por 2h ou 12h para a precipitagdo do DNA.

15 — Centrifugar a 14.000 rpm por 30 minutos.

19 — Descartar o sobrenadante com cuidado para ndo puxar o pellet com a ponteira.

20 — Adicionar 400 pL de etanol 70% ao pellet.

21 — Centrifugar por 5 minutos a 14.000 rpm.

22 — Descartar o sobrenadante com cuidado para ndo puxar o pellet com a ponteira.

23 — Deixar os tubos secando por inversao

24 — Eluir com 20 pL de tampao de eluigao

25 — Quantificar em Nanodrop™.
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ANEXO E — Quadro 5 - Identifica¢do fenotipica por teste bioquimicos e MALDI-TOF-MS

Quadro 5 - Identificacio fenotipica por teste bioquimicos e MALDI-TOF-MS

Animal Identificacdo
Nome Orelha Identificac@o fenotipica tradicional MALDI-TOF-MS
Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
OE
Sty loicocas SP- Staphylococcus simulans
coagulase-negativo
B k
radoc See0sES Sp- Staphylococcus simulans
coagulase-negativo
OD .
Bastonete Gram-Negativo . . .
~ Acinetobacter radioresistens
Nao-Fermentador
Tt OE Staphylococcus pseudintermedius Impossivel identificacdo
uti
OD Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
OE Nao houve crescimento bacteriano -
Romeu - -
OD Nao houve crescimento bacteriano -
. OD Staphylococcus SP- Staphylococcus pseudintermedius
Delicia coagulase-negativo
OE Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
Elavl OD Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
ayla
Y OE Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
Ki OD Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus delphini
ira
OE Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
. OD Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus coagulans
Branquinho
OE Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
OD Staphylococcus SP- Staphylococcus coagulans
coagulase-negativo
Nina Staphylococcus SP- Staphylococcus coagulans
OE coagulase-negativo
Escherichia coli Escherichia coli
. OD Staphylococcus SP- Staphylococcus simulans
Mila coagulase negativo
OE Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
OE Nao houve crescimento bacteriano -
Bastonete Gram-Negativo . .
Pagoca oD Nio-Fermentador Acinetobacter pitti
Cocobacilo Gram-positivo Rhodococcus hoagii
. . OD Bastoriete (i N Microbacterium paraoxydans
Linda Maria Nao-Fermentador
OE Nao houve crescimento bacteriano -
Kat OE Nao houve crescimento bacteriano -
a
Y OD Nao houve crescimento bacteriano -
Stell OD Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus coagulans
ella
OE Nao houve crescimento bacteriano -
OD Enterococcus sp. -
Mel (1)
OE Corynebacterium sp. -
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Quadro 5 (cont.) - Identificaciio fenotipica por teste bioquimicos e MALDI-TOF-MS

Staphylococcus pseudintermedius

Staphylococcus pseudintermedius

OE
7 Proteus mirabilis Proteus mirabilis
eus
oD Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
Enterococcus sp. Enterococcus faecalis
Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
OD
Fibe Staphylococcus SP- Staphylococcus coagulans
coagulase-negativo
OE Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
. OD Nao houve crescimento bacteriano -

Lipinho - - - -
OE Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
oD Proteus mirabilis Proteus mirabilis

Mel (2) — ...

OE Proteus mirabilis Proteus mirabilis
Mik OD Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
ike
OE Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
. OD Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
Mike (retorno) - ; . .
OE Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
Paduit OE Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus hominis
aquita
g OD Nao houve crescimento bacteriano -
Paquita OE Nao houve crescimento bacteriano -
(retorno) OD Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus aureus
il OD Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus warneri
ake
OE Streptococcus sp. Streptococcus canis
oD Staphylococcus SP- Staphylococcus epidermidis
Jake (retorno) Coagu]ase-l’legatlvo
OE Streptococcus sp. Streptococcus canis
OE Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
Simba
OD S oG SP- Staphylococcus pseudintermedius
coagulase-negativo
oD Corynebacterium sp. -
Olivia Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus coagulans
OE Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
. OD Staphylococcus spp. Staphylococcus coagulans
Olivia (retorno) - - -
OE Nao houve crescimento bacteriano -
. OE Staphylococcus SP- Staphylococcus pseudintermedius
Cindy coagulase-negativo
OD Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus pseudintermedius
. OE Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus pseudintermedius
Cindy (retorno) 3 . ;
OD Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus spp. Staphylococcus coagulans
OD Bastonete Gram-negativo nao
Salmonella sp.
fermentador
Onix Proteus mirabilis Proteus mirabilis
OF Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus coagulans

Enterococcus sp.

Staphylococcus coagulans

Enterococcus faecalis




Quadro 5 (cont.) - Identificaciio fenotipica por teste bioquimicos e MALDI-TOF-MS

Onix (retorno)

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus coagulase-negativo

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus ureilyticus

Staphylococcus coagulase-negativo

Staphylococcus nepalensis

OE Bacillus sp. -
Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus nepalensis
oD Enterococcus sp. Enterococcus faecalis
Enterococcus sp. Enterococcus faecalis
Meeka ;
OF Enterococcus sp. Enterococcus faecalis
Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
Bastonete Gram-negativo nao Sersiite samsa
fermentador
oo Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus coagulans
Summer C ;
orynebacterium sp. -
o3 Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus coagulans
Corynebacterium sp. -
L oD Staphylococcus coagulase-negativo Impossivel identificagdo
)
Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus pseudintermedius
Bastonete Gram-negativo nao Impossivel identificagdo
fermentador
Léo (cont.) OE Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus pseudintermedius
Bastonete Gram-positivo Lysinibacillus fusiformis
o Streptococcus sp. Streptococcus canis
. Corynebacterium sp. Corynebacterium striatum
Rabito ;
OE Streptococcus sp. Streptococcus canis
Corynebacterium sp. Corynebacterium striatum
R OD Streptococcus sp. Weissella confusa
Lutché
OE Streptococcus sp. Weissella confusa
i OD Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus pseudintermedius
oca
OE Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus pseudintermedius
Zeca (1) OD Staphylococcus coagulans Staphylococcus coagulans
eca
OE Staphylococcus coagulans Staphylococcus coagulans
oD Corynebacterium sp. Corynebacterium auricanis
Frank Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus haemolyticus
OE Corynebacterium sp. -
Shak OD Staphylococcus coagulase-negativo Impossivel identificacdo
ake
OE Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
o Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus pseudintermedius
Mel Enterococcus sp. Enterococcus faecalis
OE Proteus mirabilis Proteus mirabilis
P OD Naio houve crescimento bacteriano -
izza
OE Nao houve crescimento bacteriano -
OD Nao houve crescimento bacteriano -
Lufty » : .
OE Nao houve crescimento bacteriano -
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Quadro 5 (cont.) - Identificaciio fenotipica por teste bioquimicos e MALDI-TOF-MS

Kirk oD Nao houve crescimento bacteriano -
OE Nao houve crescimento bacteriano -
Nick OD Nao houve crescimento bacteriano -
OE Nao houve crescimento bacteriano -
Luck OD Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
OE Nao houve crescimento bacteriano -
oD Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius
Corynebacterium sp. Corynebacterium auricanis
Kaiser Streptococcus sp. Streptococcus pluranimalium
OE Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus epidermidis
Corynebacterium sp. Corynebacterium auricanis
. Staphylococcus coagulans Staphylococcus coagulans
Vince OE
Proteus mirabilis Proteus mirabilis
Corynebacterium sp. Corynebacterium amycolatum
OD Proteus mirabilis Proteus mirabilis
Zeca (2)
Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
OE Corynebacterium sp. Corynebacterium striatum
Zeca () (cont)  OF Staphylococcus. cocfg.ulans Staphylococcus. coc?g.ulans
Proteus mirabilis Proteus mirabilis
oD Staphylococcus coagulans Staphylococcus coagulans
Corynebacterium sp. Corynebacterium striatum
Nega OF Staphylococcus coagulans Staphylococcus coagulans
Staphylococcus coagulase-negativo Staphylococcus nepalensis
oD Staphylococcus coagulans Staphylococcus coagulans
Corynebacterium sp. Corynebacterium amycolatum
Bob Staphylococcus coagulase-negativo Impossivel identificacdo
OE Corynebacterium sp. Impossivel identificacdo
LRI (G TONED Achromobacter xylosoxidans
fermentador
oD Corynebacterium sp. Corynebacterium amycolatum
Doris Corynebacterium sp. Corynebacterium striatum
OF Corynebacterium sp. Corynebacterium amycolatum
Corynebacterium sp. Corynebacterium striatum
Staphylococcus coagulans Staphylococcus coagulans
Molly ob Bastonet;?g;n;;;g:ttivo nao Achromobacter xylosoxidans
OE Staphylococcus coagulans Staphylococcus coagulans
Oreo NI Staphylococcus pseudintermedius Staphylococcus pseudintermedius

60



ANEXO F - Grificos de abundiancia relativas individuais (10 géneros mais abundantes)

1. Simba Orelha Direita

Staphylococcacese_Staphyiococcus

Streptococcacess_STepiDCoccus

Others

Propionibacieriace ae_Cutibacterum

Micrococcaceae_Glutamicibacter

Bacilacese_Badilus

Sphingomonadacess_Sphingomanas

Pseudomonadaceas_Pseudomanas

Conynebacteriscess_Corymebacterium

HA

Maoraxellacese_acinetohacter

Brevibacteriacess_Brevibacterium

o
=]
a
¥
o
=

Relative Abundance

2. Simba Orelha Esquerda

Pasteurellaceas_P asteurella«

Streptococcacess_STepiDroccus

Othars

Staphylcoccacess_Staphylocoscus

Propionibacieriace se_Cutibscterium

Bacilaceas_Badillus

Micrococcaceas_Clumicibacter

Margane laceae_Proeus

Conynebacerisceas_Coryme bacterium

Sphingomaonadacess_S phingomenas

Microbacteriaceas_Pseudoclavibacter

NA

o
o
=]
ba
o
o
=]
o

O..At
Relative Abundance
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3. Onix Orelha Direita

Corynebacteriaceae_Corynebacterium

Actinomycetaceae_Trueperella

Streptococcaceae_Streptococcus

Microbacteriaceae_Pseudoclavibacter

Family_XI_Finegoldia

Actinomycetaceae_Arcanobacterium

Staphylococcaceae_Staphylococcus

Family_XI_Helcococcus

Dermabacteraceae_Dermabacter

Others

Pseudomonadaceae_Pseudomonas

NA

0.0 0.2 0.4 0.6
Relative Abundance

4. Onix Orelha Esquerda

Pssudomanadacess_Pseudomonss -

Streptococcaceas_Streptococcus -

campylobacierscess_Campyiobadter <

Adtinomycetsceas_Arcanobacterium -

Family_X|_Pepioni philus -

Morganellscese_Proteus

Enterobacteriacess_Escherichis_Shigella|

Others 4

Family_XI_ANSerocoocus

Actinomycetacess_Trueperella 4

Family_X|_Fine goldia <

0.0 0.z Otxt 06 08
Relative Abundance
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5. Onix Orelha Direita (Retorno)

Others 4

Conynebacterisoe a2_Corynebacterium -

Staphylococcacess_Saphyloconcus |

Moraxellacess_Acinetbacter |

Pssudomanadacess_Pseudomonas 4

Rhodobacieracese_Paracoccus

Sphingomonadaceas _Sphingomonas

Rhodobacteraceae_ Rubelimicrobium

Strepiococcaceas_Stieptocoocus o

Enterobacieniaceae_Eschernichia_Shigella <

Microbacteriaceas_Pseudod avibacter <

N4

=]
=1
=]
=
=]
w
o
=

(13-
Relative Abundance

6. Onix Orelha Esquerda (Retorno)

e |
capmtmieiacsan commimrns [
siaphylococcacess_Staphyiocorous = -
Propionibacie riacess_Cutibace rium = -

Micrococcaceae_Rothias -

Begennckiaoe ae_Methylobacierium_Me thyloru brum = .

Streptococcacess Sepiooccus = I

Rhodobacieiaceae PaIACOICUS = I
SphingomonadaceasSphingomonas = I
v |
0.0 0.z 0.4

Relative Abundance
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7. Olivia Orelha Direita (Retorno)

Staphylococcaceas_SEphyoaccus -

Cthers -

Conynebacteriaceae_Carynebacts ium -

Pseudomonadaceas_Pseudomonas -

sphingomonadacess_Sphingomonas -

Bacillacese_anoxybacillus -

Comamon adacesas_Tepidimonas =

Bacillacese_Bacillus =

Beieninckiaoeae_Methylobacterium_Methylor brum =

Actinomycetacess_Arcanobacte rium =

Microbaciern ace ae_Pseudodavibacter=

a
=]
=]
ha
=]
o
=]
o

a4
Relative Abundance

8. Olivia Orelha Esquerda (Retorno)

Staphylococcacess_Staphylocoocus

Pseudomenadaceas_Pseudomanas

Others

Brevibacteriacese_Brevibacterium

Fropionibacieriacese_Cutibacterium

sphingomonadaceae_Sphingomonas

‘Conynebacteriaceas_Coryne backerium

Bacilaceas_Baallus

Actnomycetace ae_Arcanobactenum

Streptococcacess_STepiDrorcus

Microbacteniaceae_Pseudoclavibacter

NA

o
=)
=]
]
=]
B

Relative Abundance

o0&
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9. Meeka Orelha Direita

Staphylococcaceas_SEphyoaccus -

Bacteroidacess_Dacteroides -

Enteracoccacess_ENEM0ooocus -

Others =

Moraxellaceas_acinetobacter=

Streptococcacess Siepiooccus =

Pasteurellaceas_Pasteurella=

Sphingomonadaceas_Sphingomonas =

Bacillacess_Bacillus =

Beierninckizoe ae_Methyl ohacterium_Me thylor brum =

00 0.z

10. Meeka Orelha Esquerda

Staphylozoccacess_Staphylococcus

Enterococcaceas_Enerococous

Others

Burkhokderiaoeas_Ralsionias

Bacteroidacess_Baderoides

‘Cardiobacteriacese_unculhured

Flavobacteriaceae_Capnocytophaga

OOCACERE OICUS

Burkholdern ace a2_Lautropia

Burkholde riace ae_Cupriawvidus

A

o4
Relative Abundance
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a8

a
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=]
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Relative Abundance
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11. Léo Orelha Direita

Conynebacteriaceae_Canynebacte fium -

Staphylococcacess_Stphyiococcus -

Streptococacess_ Sirepnooccus -

Enterococcacess_Enierococcus =

Actinomycetacese_aArcanobacterium =

Family_XI_Hekoooocus =

Pseudomonadace #2_Pseudomonas =

COtthers <

Gemellaceas_Gemella=

Microbacteriaceae_Leucobacter=

Beierninckizoe ae_Methyl ohacterium_Me thylor brum =

a
=]
=]
ta
a
o
o
&

04
Relative Abundance

12. Léo Orelha Esquerda

Others =

Conynebacteriaceae_Canynebacte fium -

Staphylococcacess_Stphyiococcus -

sphingomonadacess_Sphingomonas -

Fropionibacieriacess_Cutibacterium <

NA=

Family_XI|_Parvimonas =

Begennckiaoe ae_Methylobacierium_Me thyloru brum =

Streptococcacess Sepiooccus =

Rhodobacteraceas_Rhodobacter=

Wweeksellacese Bergeyela=

Bacteroidaceas_B acieroides =

a
=]
=]
=
=]
tw

0.2
Relative Abundance
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13. Luffy Orelha Direita

Staphylococcaceas_SEphyoaccus -

Cthers -

Fropionibacte riscess_Cutibscterium -

sphingomonadacess_Sphingomonas -

Beijerinckiaoeas_Methylobacterium_Me thyionbrum «

‘Coryneb acteriaceae_Corynebace rium =

Burkholdenacese_Ralstonia=

Streptococcaceas LaciDoooous -

NA=

Rhodobacteraceas_Rhodobacter=

Burkholdenaceae_Cupriavidus =

Mor axe llaceae_Acinetobacter=

a
=]
=1
[
o
=
=]
in

Relative Abundance

14. Luffy Orelha Esquerda

Others =

Staphylococcaceas_SEphyoaccus -

Sphingomonadacess_Sphingomonas -

Fropionibacieriacess_Cutibacterium <

Canynebaceriaceae_Carynebacterium =

NA=

Rhodobacteraceae_Rhodobacter=

Begennckiaoe ae_Methylobacierium_Me thyloru brum =

‘Chitinophagace se_Lacibacter=

Acetobacteraceae Craurocoocus_Caldovatus =

Bryohacteraceae_Bryobacter=

Rhodobacieiaceae_Palacorcus =

a
=]
=]
&=
=]
w
=1
=

(1]
Relative Abundance
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15. Rabito Orelha Direita

Bactercidace ae_Badervides

Others

Fusobacteriaceae_Fusobacierum

Family_XI_Panimonas

Family_X|_Peptoniphilus

PeploCoccaceas_Pepiococous

PeplostreptococcaceasFilfactor

Veillonellace ae_Dialister

Family_X|_ANaerococcus

A

Family_X|_Panimonas

Bactercidace ae_Badervides

Fusohacteriaceas_Fusobacierum

occaceae ocous

Family_x|_Peptoniphilus

Family_xI_Finegoldia 4

Others

Veillone llace ae_Dialister

Family_X|_Anasrococcus

PeploCoccaceas_PepiOCoCous

A

0.0 a1 a2 a3
Relative Abundance
16. Rabito Orelha Esquerda
0.00 0.05 o1a 015 0.20
Relative Abundance
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17. Zeca (1) Orelha Direita

Streptocoocacess_Stepiorocous

Staphylozoccacess_Staphylococcus

Acnomycetacese_Arcanobscierium

Conynebacteriaceas_Corynebacterum

Others

Morzxellacess_Enhydrobacier

Propionibacienace a2_Cutbacenum

Moraxellaceae_Acinetobacier

Corynebacienaceas_Lawsone lla4

A

=] - - I I I — L I
=]
ra
o
B

Relative Abundance

18. Zeca (1) Orelha Esquerda

Staphylozoccacess_Staphylococcus

Streptocoocacess_Stepiorocous

Coryrebacteriacess_Corynebackerum

A

Acnomycetacese_Arcanobacierium

others

Sphingomonadaceas_Sphingomonas

DermabacteraceasBrachybacenum

Pseudomonadaceas_Pseudomonas

Dermacoocacess_DEMmacooous

o4
Relative Abundance
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19. Frank Orelha Direita

Coryrebacteriaceas_Corynebacterum

Acnomycetacese_Arcanobscierium

Family_x|_Peptoniphilus

SUEPIOC0CCACERE_STEPICOCCUS

Prevoiellace ae_Prevotella_9

Others

Family_XI_Finegoldiay

Corynebacienaceas_Lawsone lla4

Family_X|_ANaerococcus

A

|
-
i

a
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a
-
o
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Relative Abundance

20. Frank Orelha Esquerda

Coryrebacteriaceas_Corynebacterum

Family_xI_Peptoniphilus

Acnomycetacese_Arcanobscierium

Family_x|_Finegoldia«

Family_X|_Anasrococcus

Others

Streptococcacess_STepiococcus

Staphylococcaceae Staphylococcus

Corynebacienaceas_Lawsone lla4

A

a
=]
=]
ta
=]
B

Relative Abundance
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21. Lucky Orelha Direita

Coryrebacteriaceas_Corynebacterum

Others

Acnomycetacese_Arcanobscierium

Staphylococcacess_Staphylococcus

Strepiococcacese_Stepiococcus

Propionibacieriace a2_Cutbacerum

OOCACERE OICUS

Burkholdern ace a2_Ralsionia

Sphingomonadaceas_Sphingomonas

Family_X|_Peptoniphilus

Caulobacteraceae_Brevundimonas

A

a
=]
=]
ra
o
B

Relative Abundance

22. Lucky Orelha Esquerda

Conynebadenacess_Oonymebacterium

sSphingomonadaceas_Sphingomonas -

Micrococcacess_Koourias

Actinomycetacese_aArcanobacterium

Staphyiococcacess_Saphylococous 2

Rhodob acteraceae_Paracoccus |

Propionibacienacess_Cutibacierum 5

Bacillaceas_Bacillus 4

Deinoooccacess_Deinooocous §

Acetobacteracese_Craurococcus_Cakdovatus |

=]

D I
=1
e
a
r
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Relative Abundance
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23. Shake Orelha Direita

Sieseeses _

Morzxells |

Others |

Cutibacienium |

‘Corynebacierium |

Burkholderia_ Caballeronia_Paraburkholderia |

Pseudomonas |

050
Relative Abundance

24. Shake Orelha Esquerda

Staphykcoccacess_Staphylococcus

Others

Fropionibacieriacese_Cutibactsrium

Canynebaderisceas_Conyme bacterium

Family_xI_Peptoniphil us

Family_XI_Finegokdia:

Sphingomonadaceae_Sphingomonas

Streptococcacess STepiDCorcus

Enterohacteriaceas_Enterobacter:

Intr asporangiaceae_Janibacter

Burkholderiaceae_Ralstoniady

HA

0.00 0.25 0.50
Relative Abundance

100

72



25. Mel Orelha Direita

Others =

Be ae_Meth iuam_e thykaru brum <

Keribacteraceas_Candidatus_Koribacier-

Streptocoocacese_ Strepoooccus -

unculiured_bacierium <

xanthobacer aceae_Bradyrhizobium =

Acidothermacese_Acidothermus -

uncultured_forest_soil_bacienum =

Xanthobacteraceas _uncultured=

Solibacteracese_Candidatus_Solibacter=

Phaseolus_wulgaris <

a
=]
=1
e
=]
ra

Relative Abundance

26. Mel Orelha Esquerda

Staphylococcaceas_SEphyoaccus -

HA=

Fropionibacte riscess_Cutibscterium -

Others =

Canynebaceriaceae_Carynebacterium =

Rhodobacteraceae_Rube limicro bium =

MarNOMOonadacese_Marinomonas =

Begennckiaoe ae_Methylobacierium_Me thyloru brum =

Bacter oidaceae_Bacieroides =

Burkholderiacese_Ralstonia=

Family_X|_ANaeoooccus =

Enterobacteriaceas_Enterobacter=

a

8

0.25 0.50 075 1.00
Relative Abundance
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27. Zeca (2) Orelha Direita

Frevotelacess_Prevotslls_7-

Fuschacte riacese_Fusobacterium -

Bacteroidacese_Bacteroides =

Pseudomonadsveas_Pseudomonss <

Morganelacese_Proteus =

Marinifilaceae_Odonbacter =

C ese Ch  R_T_group=

Peptostrepiococcaceas_Filifactor =

Peptococcaceas_Pepiococcus -

=]
a
=]
4
=]
ta

Relative Abundance

28. Zeca (2) Orelha Esquerda

Marinifilacese_Odoribacter -

Morganellscese_Proteus -

Fuschacteriaceae_Fusobacterium =

Bacieroidacess_Bacteroides =

Prevotellacese_Prevoella 7=

‘Corynebacteriaceae_Corynebacierium =

Veillonellacese_Dialister =

Family_X|_Peptoniphilus =

Synergistaceas_Fretibacierium =

o
8
=}
a
@

.10

=]
i
o}
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Relative Abundance
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29. Bob Orelha Direita

Conynebaderaceae_Conmebacterium -

Staphylococcacess_Saphylococcus -

Family_¥|_Finego/dia-

Actinomycetacess_Trueperella«

Family_xI1_Peptoniphilus =

ACtiNOMyCetaceas_Arcanobacienium =

Family_¥_Helocoocus =

Family_¥|_Anaerococcus =

Prevotellacess_Prevoiella_T=

NA=

=]
=1
=]
ra
=}
@
=]
7]

04
Relative Abundance

30. Bob Orelha Esquerda

Conynebaderaceae_Conmebacterium -

Family_¥|_Finego/dia-

Staphylococcacess_Saphylococcus -

Streptococcacese_Stepiococous =

Family_x|_Helcococcus <

ACTINOMYC 150 EaE_ATCANObactE rium =

Family_X|_ANSerococcus =

Alcaligenaceae_Achromobacter =

Prevotellaceas_Prevoella 7=

NA=

=]
=1
=]
fa
=1
B
a
o

Relative Abundance
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31. Molly Orelha Direita

Coryrebacteriaceas_Corynebacterum

Family_xI_Peptoniphilus

Others

Staphylococcacess_Staphylococcus

Neisseriaoe se_Neisseria

SUEPIOC0CCACERE_STEPICOCCUS

Actnomycetace ae_Trueperellad

Pasteurellaceae_Pasteurellad

Family_XI_Finegoldiay

A

a
=]
=]
ra
=1
=

Relative Abundance

32. Molly Orelha Esquerda

Streptococcaceas_Streptocoocus -

Staphylococcaceas_Saphyloconous |

Adtinomycetscess_Arcanobacterium -

Conynebacteriace se_Corynebacterium <

Enterobaciriscess_Escherichis_Shigella

Others 4

Pty _Parphy

N4

Prevotellacese_Prevotella_T <

Fuschactenaceas_Fusobacterium <

Family_X|_Anaerocoocus <

Bacteroidaceas _Bacieroides o
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=1

=]
=
=]
w
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=
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Relative Abundance
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33. Doris Orelha Direita

Fusohacteriaceas_Fusobacierum

Others

occaceae ocous

Family_X|_Panimonas

Bactercidace ae_Baderoides

‘Corynebacteniaceae_Corynebacienum

Actnomycetace ae_Trueperellad

Corynebacienaceas_Lawsone lla+

Pepiostreptocnocacess uncuured

Erysipelorichaceas_Solobackenum

A

=]
2
=]
=1
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=1
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=]
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Relative Abundance

34. Doris Orelha Esquerda

Others

Fusobacteriaceae_Fusobacierum

Bacteroidacess_Baderoides

Family_XI_Panimonas

Pepostreptococcaceas_Filfacior

Pepiostreptoco ocacess_uncuured

Family_X|_Ezakella4

PeploCoccaceas_PepiOCoCous

‘Corynebacteriaceae_Corynebacenum

A

025

a
=]
=]
4

02
Relative Abundance
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35. Cindy Orelha Esquerda

Staphylococcaceas_SEphyoaccus -

Cthers -

Fropionibacte riscess_Cutibscterium -

sphingomonadacess_Sphingomonas -

Moraxellaceas_acinetobacter=

Pseudomonad ace #2_Pseudomonas =

Bacillacese_Bacillus =

Begennckiaoe ae_Methylobacierium_Me thyloru brum =

Burkholderiacess_Lautropia=

Burkholderiacese_Ralstonia=

‘Corynebacteriaceas_Corynebacie rium =

o
ha
o
B
o
H

a

Relative Abundance

36. Summer Orelha Esquerda

Staphylococcacess_Staphylocoocus

Conynebaderisceas_Coryme bacterium

Streptococcacess_Stepoooccus

Famity_x|_Helcococcus

Famity_x|_Finegoldia+

others

NA

Sphingomonadaceae_Sphingomonas

Bryobacteraceas_Bryobacter

Rewanellaceae_Reyranellay

Propionibacieriaceas_Cutibacterum

Moraxellaceae_Acinetobacter

=) - - - = 0 0 0 /0 =— I
=]
[
=]
4
=]
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Relative Abundance
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37. Pizza Orelha Direita

Others =

Staphylococcacess_Stphyiococcus -

Sphingomonadacess_Sphingomonas -

Fropionibacieriacess_Cutibacterium <

A=

Neisselacess_Neissenas

Acetobacteracese_Craurocoocus_Caldovatus =

Rhodobacieraceae_Palacoccus -

Chitinophagacese_Lacibacier=

Corynebacteriaceas_Corynebacie rium =

Rhodobacteraceas_Rhodobacter=

Beierninckizoe ae_Methyl ohacterium_Me thylor brum =

a
=]
a
-
=1
tw
o
B

02
Relative Abundance

38. Lutche Orelha Esquerda

Others

Propionibacteriace s2_Cutbacterium

Laciobacilacess_Weisselas

Staphylococcacess_Staphylococcus

Conynebacteriaceas_Corynebacterum

Family_XI_Panimonas

Pseudomonadacess _Pseudomonas

Sphingomonadaceas_Sphingomonas

Family_X|_Peptoniphilus

Bacteroidace se_Baceroides

A

a
=]
a
-
a
r
=]
@

Relative Abundance
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39. Joca Orelha Esquerda

Others

Bactercidace se_Baderides

Family_X|_Panimonas

Fusobacteriaceae_Fusobacierum

Staphylococcace ae_Staphylococcus

PeploCoccaceas_Pepiococous

Family_X|_Peptoniphilus

Marinffilace ae_Odoribacker

A

Peplostreptococcaceas_Filfactor

=]
2

005 010 015
Relative Abundance
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40. Vince Orelha Esquerda

ANEEIOCOCUS

Staphylococous

Parphyromonas

Enterococcus

Conynebactenum

Finagokdia{

Pepioniphilus

Lawsonedlad

Helcococous

Profeus

Arcanohacterium

Fastidiosipilad

Streplococcus

Peptostraptococcus

Adtinomyces

Megativicocous

TeSSAIACOC0US

Bacteroides

Prevotslla_7

Others

Parvimonas

Christensenellacess_R_7_group

o
B

.2

o
=
a
i

0,
Relative Abundan
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