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RESUMO

A otite externa (OE) é uma inflamagdo do canal auditivo externo de etiologia complexa
e multifatorial associada a fatores predisponentes, primarios, perpetuantes, alem de
infeccbes bacterianas e flngicas secundarias, que levam a recorréncia da doenca.
Contudo, o tratamento da otite é desafiador, quando analisada a emergéncia de infeccédo
bacteriana associada a formacdo de biofilme, uma comunidade de bactérias sésseis,
imersas em uma matriz polimérica com expressao de bombas de efluxo. Considerando o
perfil clinico, epidemioldgico e microbioldgico da otite, a utilizacdo de drogas que
atuam sobre bombas de efluxo e biofilme € uma alternativa para o tratamento da OE
com infeccdo bacteriana recorrente. Nesse contexto, a prometazina (PMZ) é um
fenotiazinico com atividade antimicrobiana e antibiofilme ja relatada, além de inibidor
de bomba de efluxo. Portanto, os objetivos deste estudo foram realizar um perfil clinico-
epidemioldgico e microbiolégico de cdes com OE recorrente e avaliar a atividade
antimicrobiana e antibiofilme dos antimicrobianos tdépicos gentamicina (GEN) e
enrofloxacina (ENR), de formulagbes otoldgicas (FO) comerciais, contendo
gentamicina (FO GEN) ou enrofloxacina (FO ENR), e da PMZ contra os isolados
bacterianos obtidos de cdes com OE, bem como o efeito da PMZ na dindmica da
formacgéo de biofilme durante 120 horas, como proposta de terapia a longo prazo. Para
tanto, foram avaliadas 120 orelhas de 70 cdes com OE recorrente (50 otites bilaterais e
20 unilaterais), quanto ao tipo de otite (eritemato-ceruminosa ou supurativa), aos
parametros clinicos (eritema, hiperplasia, erosdo/ulceracdo e exsudato) e citoldgicos
(cocos, bacilos, leveduras e neutréfilos) por escores (0 a 4), perfil de isolamento
bacteriano e sensibilidade antimicrobiana. A sensibilidade bacteriana plancténica a
PMZ (12,2-6250 pg/mL), GEN (0,125-64 ug/mL), ENR, FO GEN e FO ENR (0,03-16
png/mL) foi avaliada para determinar as concentrac@es inibitérias minimas (CIM),
seguindo as recomendacdes do CLSI. A concentracdo de erradicacdo minima de
biofilme (CEMB) também foi determinada por microdiluicdo em caldo. Para avaliar o
efeito sobre o crescimento do biofilme, a PMZ foi testada em trés concentragdes: CIM,
CIM/2 e CIM/8, com leituras didrias em intervalos de 48, 72, 96 e 120 horas. Foram
isoladas 174 bactérias, sendo as mais prevalentes Staphylococcus intermedius,
Staphylococcus schleiferi, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa, associadas a
escores clinicos, citologicos e perfil de sensibilidade antimicrobiana variaveis. As CIMs
da PMZ e GEN, ENR e FO variaram de 48,83 a 781,25 pug/mL e 0,0625 a 64 pg/mL,
respectivamente. As CEMBs de GEN, ENR e FO variaram de 1 a 256 pg/mL. A PMZ
reduziu significativamente (P<0,05) a biomassa de biofilme maduro, com CEMBs
variando de 48,8 a 6.250 pg/mL e reduziu (P<0,01) a formacdo de biofilme por até 120
horas, em concentracdes correspondentes a CIM obtida contra cada isolado. Conclui-se
que a otite eritemato-ceruminosa apresentou maior ocorréncia clinica e os escores
clinicos e citoldgicos mais elevados foram observados na otite supurativa. A PMZ foi
eficaz contra os microrganismos associados a OE. Os dados sugerem que a PMZ € um
agente antimicrobiano e antibiofilme promissor como tratamento e prevencdo da otite
externa com infeccdo bacteriana recorrente em cées.

Palavras-chave: Orelha externa; Bactérias; Sensibilidade antimicrobiana, Biofilmes,
Inibidor de bombas de efluxo.



ABSTRACT

Otitis externa (OE) is an inflammation of the external ear canal with a complex and
multifactorial etiology associated with predisposing, primary and perpetuating factors
and secondary bacterial and fungal infections, which lead to recurrence of the disease.
However, the treatment of otitis is challenging when analyzing the emergence of
biofilm formation associated bacterial infections, a community of sessile bacteria
immersed in a polymeric matrix with expression of efflux pumps. Considering the
clinical, epidemiological and microbiological profile of otitis, the use of drugs that act
on efflux pumps and biofilm is an alternative for the treatment of OE with recurrent
bacterial infection. In this context, promethazine (PMZ) is a phenothiazine with
reported antimicrobial and antibiofilm activity, as well as being an efflux pump
inhibitor. Therefore, the aims of this study were to carry out a clinical-epidemiological
and microbiological profile of dogs with recurrent OE and to evaluate the antimicrobial
and antibiofilm activity of the topical antimicrobials gentamicin (GEN) and
enrofloxacin (ENR), commercial otologic formulations (FO) containing gentamicin (FO
GEN) or enrofloxacin (FO ENR), and PMZ against bacterial isolates obtained from
dogs with OE, as well as the effect of PMZ on the dynamics of biofilm formation over
120 hours, as a proposal for long-term therapy. Therefore, 120 ears of 70 dogs with
recurrent OE (50 bilateral and 20 unilateral otitis) were evaluated for the type of otitis
(erythematous-ceruminous or suppurative), clinical parameters (erythema, hyperplasia,
erosion/ulceration and exudate) and cytological parameters (cocci, bacilli, yeasts and
neutrophils) by scores (0 to 4), bacterial isolation profile and antimicrobial sensitivity.
The planktonic bacterial sensitivity to PMZ (12.2-6250 pg/mL), GEN (0.125-64
pug/mL), ENR, FO GEN and FO ENR (0.03-16 pg/mL) was evaluated to determine the
minimum inhibitory concentrations (MIC), following the CLSI recommendations. The
minimum biofilm eradication concentration (MBEC) was also determined by broth
microdilution. To assess the effect on biofilm growth, PMZ was tested at three
concentrations: MIC, MIC/2 and MIC/8, with daily readings at intervals of 48, 72, 96
and 120 hours. 174 bacteria were isolated, the most prevalent being Staphylococcus
intermedius, Staphylococcus schleiferi, Proteus mirabilis and Pseudomonas aeruginosa,
associated with varying clinical and cytological scores and antimicrobial sensitivity
profiles. The MICs of PMZ and GEN, ENR and FO ranged from 48.83 to 781.25 pug/mL
and 0.0625 to 64 pg/mL, respectively. The MICs of GEN, ENR and FO ranged from 1
to 256 pg/mL. PMZ significantly reduced (P<0.05) the biomass of mature biofilm, with
BMSCs ranging from 48.8 to 6,250 pg/mL and reduced (P<0.01) biofilm formation for
up to 120 hours, at concentrations corresponding to the MIC obtained against each
isolate. It was concluded that erythematous-ceruminous had a higher clinical occurrence
and the highest clinical and cytological scores were observed in suppurative otitis. PMZ
was effective against the microorganisms associated with EO. The data suggest that
PMZ is a promising antimicrobial and antibiofilm agent for the treatment and
prevention of otitis externa with recurrent bacterial infection in dogs.

Keywords: External ear; Bacteria; Antimicrobial susceptibility, Biofilms, Efflux-pump
inhibitor.
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1. INTRODUCAO

A otite externa canina € definida como uma inflamacédo do canal auditivo e pavilhdo
auricular, sendo considerada uma condicdo clinica comum e de etiologia complexa e
multifatorial na rotina dermatoldgica. O quadro clinico de otite estd relacionado a fatores
primarios, predisponentes e perpetuantes associados a infeccbes bacterianas e fungicas
secundarias, que representam a principal razdo para o insucesso terapéutico e recorréncia
dessa enfermidade.

Situagdes favoraveis, que alteram o microambiente e a microbiota comensal ou que
causam diretamente um quadro inflamatdrio, contribuem para o aumento de microrganismos
no canal auditivo externo. Os processos alérgicos, especialmente a dermatite atdpica, estdo
entre as causas primarias mais comuns de otite em cées, associada a infeccdo secundaria por
Pseudomonas aeruginosa em orelha externa.

Além de bactérias Gram-positivas do género Staphylococcus spp., Streptococcus [3-
hemoliticos e Enterococcus spp., estdo comumente associados a otite externa canina,
microrganismos Gram-negativos como Proteus spp., Escherichia coli e P. aeruginosa.
Ademais, é descrito que o uso recorrente de solucgdes antibidticas topicas na orelha externa
favorece a dishiose e o0 surgimento de bactérias oportunistas com padrdo de resisténcia e
expressdao de fatores de viruléncia como cepas multidrogas resistentes (MDR) de P.
aeruginosa e cepas de Staphylococcus pseudintermedius meticilina-resistente (MRSP).

A resisténcia antimicrobiana é um problema emergente em patégenos associados a
otite canina, representando uma ameagca a salde animal, humana e ambiental. Nesse contexto,
ha necessidade de tratamentos alternativos mais efetivos contra patdgenos MDR (resisténcia a
pelo menos um agente antibacteriano em trés ou mais classes de antimicrobianos) com
potencial colonizacdo entre cées e seres humanos, incluindo os responsaveis pela otite externa
canina. Contudo, o tratamento de otite é desafiador, quando analisada a patogenicidade dos
agentes bacterianos, decorrente de seus fatores de viruléncia. Dentre estes, destaca-se a
producdo de biofilmes microbianos, que sdo menos sensiveis aos agentes antimicrobianos,
devido a sua arquitetura e composicao, assim como a atividade de bombas de efluxo.

Biofilmes sdo comunidades de bactérias sésseis, aderidas a uma superficie bidtica ou
abiodtica, protegida por uma matriz extracelular polimérica composta por proteinas,
carboidratos e DNA, que desempenham um papel importante na persisténcia e resisténcia

antimicrobiana em infec¢bes bacterianas associadas a biofilme. Além disso, as bacterias
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residentes em biofilme apresentam um padrdo diferente de expressdo génica e resisténcia
aumentada a estressores externos como antimicrobianos e aos efetores da imunidade inata e
adquirida do hospedeiro, quando comparadas a forma plancténica de crescimento.

Considerando que a cultura bacteriana e o teste de sensibilidade antimicrobiana néo
sdo exames solicitados na maioria dos casos de otite externa, uma vez que as concentracoes
de antimicrobianos aplicados topicamente no canal auditivo atingem niveis que excedem a
concentracdo inibitéria minima (CIM) alcancado na circulacdo (soro/plasma), exames
auxiliares de diagnostico, como a citologia e a otoscopia, sdo fundamentais na selecao
empirica e no monitoramento da efetividade do tratamento antimicrobiano tdpico.

Diversas abordagens terapéuticas com agentes antimicrobianos tdpicos e o
reposicionamento de compostos utilizados clinicamente para outras finalidades tém sido
propostas para o tratamento de otites recorrentes associadas a formacdo de biofilme. Dentre
estas estratégias, esta a utilizacdo de drogas que nao estdo associadas a resisténcia bacteriana e
que contribuem para a inibi¢ao de biofilmes bacterianos e da atividade de bombas de efluxo.

A bomba de efluxo apresenta um importante papel na manutencdo dos biofilmes e na
contribuicdo do desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos. Nesse contexto, a
prometazina ¢ uma droga da classe dos fenotiazinicos com atividade antimicrobiana,
antibiofilme e de inibidor de bomba de efluxo ja relatada contra espécies de Staphylococcus,
Streptococcus, Enterococcus e Burkholderia pseudomallei, sendo um farmaco com potencial
atividade no manejo da otite externa canina.

No entanto, nenhum estudo prévio analisou a eficAcia da prometazina contra
patdgenos clinicos associados a otite externa, incluindo cepas resistentes. Portanto, foi
realizado um perfil clinico, epidemioldgico e microbiol6gico de cdes com otite externa e
avaliou-se a atividade antimicrobiana e antibiofilme da prometazina contra isolados
bacterianos, bem como o efeito desse farmaco na dinamica da formacéo do biofilme ao longo
de 120 horas.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Aspectos anatomo-histoldgicos da orelha externa canina

A morfologia da orelha canina é complexa, compreendendo trés distintos
compartimentos anatdmicos: externo, médio e interno. O componente externo abrange o
pavilhdo auricular e o meato acUstico, constituido por canais verticais e horizontais,
culminando na membrana timpanica (Heine, 2004; Njaa et al., 2012). O pavilhdo auricular,
evidente externamente, exibe variacdes de tamanho e forma entre diferentes racas caninas,
podendo apresentar-se pedunculado, semi-pedunculado ou ereto (Fontoura et al., 2014). A
superficie convexa é revestida por foliculos pilosos e glandulas sebaceas, enquanto a face
concava se divide em concha da orelha, onde a cartilagem anular se insere até a abertura do
meato acustico, conferindo-lhe maior flexibilidade (Njaa et al., 2012; Kdnig; Liebich, 2016).

O meato acustico canino é localizado dorso lateralmente na regido cefélica,
originando-se da porgdo concava do pavilhdo auricular. A partir da base da cartilagem
auricular, o0 meato acustico se estreita em formato tubular em direcdo a membrana timpanica.
Inicialmente, emerge o canal vertical, que posteriormente se desvia dorsalmente para formar o
canal auditivo horizontal (Njaa et al., 2012). Em cées, essa configuracdo do canal, tanto
vertical quanto horizontal, assume uma estrutura distintiva em forma de "L" (Larsson; Lucas,
2020) (Figura 1).

Assim como a epiderme, o0 canal auditivo externo € revestido por um epitélio
escamoso estratificado queratinizado, foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas
ceruminosas tubulares. Nos cées, essas glandulas e os foliculos pilosos estdo distribuidos ao
longo do canal auditivo, diminuindo em nimero, & medida que se aproximam da membrana
timpanica. A mistura das secrecdes dessas glandulas, juntamente com células epiteliais, forma
0 cerimen, que desempenha um papel crucial na criacdo de uma barreira protetora para a
membrana timpanica, além de possuir atividade antimicrobiana e agir contra a entrada e perda
de &gua local (Stone; Fulghum, 1984; Fontoura et al., 2014; Larsson; Lucas, 2020).

O ceriimen € periodicamente expelido do canal auditivo para o ambiente externo por
meio de um processo autolimpante conhecido como migragéo epitelial. Nesse processo, as
células epiteliais deslocam-se gradualmente da regido adjacente a membrana timpanica em
direcdo ao meato acustico. Esse mecanismo facilita a remogdo dos detritos celulares
acumulados no canal auditivo, assim como as secregdes e microrganismos residentes,

promovendo a imunidade inata do céo (Larsson; Lucas, 2020).
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Figura 1. Imagem ilustrativa da anatomia da orelha canina e suas divisdes em externa, media

e interna.
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Fonte: Larsson e Lucas (2020).

Na porcdo final da orelha externa, a membrana timpénica delimita a orelha média do
canal auditivo. Nos cdes, essa membrana é ovalada e inclinada, apresentando-se como uma
lamina semi-transparente e fina, apoiada pelo anel timpanico. Ela é constituida por trés
camadas distintas: uma externa, uma camada central de tecido conjuntivo fibroso e uma

mucosa interna (Konig; Liebich, 2016).

2.2. Microbiota da orelha externa de caes saudaveis

Uma orelha saudavel mantém condicbes adequadas de temperatura, umidade e pH
para manutencdo do epitélio e da microbiota local. A temperatura do canal auditivo canino
oscila entre 38,2°C e 38,4°C, enquanto o pH varia de 4,6 a 7,2, com uma média de 6,1. A
umidade da orelha n&o é sensivel a flutua¢fes na umidade ambiental, devido a capacidade do
cerimen de regular a entrada e saida de agua (Fontoura et al., 2014). Os elementos do

microambiente da orelha externa criam condicdes favoraveis para a presenca de
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microrganismos no local, os quais ndo estdo associados a manifestacfes clinicas. Essa
comunidade microbiana constitui parte da microbiota transitéria ou comensal da orelha
(Palomino-farfan et al., 2021).

Nesse contexto, o termo "microbiota” designa os grupos bacterianos presentes em um
ambiente, identificados por meio de técnicas moleculares, enquanto "microbioma™ descreve o
ecossistema completo, englobando os genes e genomas da microbiota, além dos produtos
desta e do ambiente do hospedeiro (Ngo et al., 2018). A microbiota residente € caracterizada
pela colonizacdo estavel e consistente de um ambiente, mantendo uma relacdo com o
hospedeiro de forma comensal (Larsson; Lucas, 2020).

Em estudos de investigacdo da composi¢do da microbiota da orelha externa em cées
saudaveis, foram identificadas, por meio de técnicas moleculares de identificacdo
microbioldgica, espécies bacterianas pertencentes aos filos das Proteobactérias, seguidas pelas
Actinobactérias, Firmicutes, Bacteroidetes e Fusobacteria. A familia das Enterobacteriaceae
foi uma das mais abundantes, seguido das Neisseriaceae, Moraxellaceae, Corynebacteriaceae
e Staphylococcaceae (Ngo et al., 2018; Korbelik et al., 2019). Os géneros encontrados em
maior prevaléncia foram Romboutsia sp., Megamonas sp. (Korbelik et al., 2019), Escherichia

sp., Conchiformibius sp., Corynebacterium spp. e Staphylococcus spp. (Kasai et al., 2021).

2.3. Otite externa canina

2.3.1. Definicao e classificacdo

A otite externa é uma condicdo inflamatoria que afeta o canal auditivo externo,
podendo ou ndo envolver o pavilhdo auricular, e pode ocorrer unilateral ou bilateralmente.
Embora a presenca de patdgenos na inflamacdo ndo seja obrigatdria, sua existéncia pode
agravar o quadro clinico (Miller, 2013; Pye, 2018; O'neil et al., 2021). E uma das doencas de
maior ocorréncia, representando aproximadamente 5 a 20% dos casos em cées (Budgen, 2013,
Luciani et al., 2023).

Por ser classificada como uma condicdo comum na rotina clinica dermatolégica, a
otite externa geralmente ndo representa um risco iminente a vida do paciente. Contudo, o
desconforto gerado no animal, o custo envolvido no tratamento e possibilidade a recorréncia
tornam a otite um tema relevante para pesquisa (Fontoura et al., 2014).

Na fase inicial, a otite externa pode manifestar sinais clinicos leves, como prurido
localizado ou aumento da producdo de cerdmen. A medida que a condi¢do progride, o

paciente pode manifestar dor a palpacgéo, inclinar ou balancar a cabeca, edema e eritema na
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area afetada. Outras manifestacBes incluem secrecdo purulenta ou ceruminosa, odor
desagradavel, Ulceras e sinais de abrasdes e autolesdes (Pye, 2018).

As otites podem ser classificadas em eritemato-ceruminosa, supurativa ou purulenta e
hiperplasica/estenosante. Em relacao as otites eritemato-ceruminosas, estas sao caracterizadas
por eritema, prurido e secregdo seborreica a ceruminosa, sendo mais comumente associada ao
sobrecrescimento de espécies do género Staphylococcus spp. e Malassezia spp. Por sua vez,
as otites supurativas sao caracterizadas por eritema, ulceracédo, dor e secre¢do purulenta, sendo
associada a infeccao por espécies de Pseudomonas spp. (Nuttall, 2016) (Figura 2).

Sucessivas inflamac6es locais ou a falta de resolucdo do episodio agudo (com sinais
clinicos persistentes por pelo menos 3 meses) pode resultar na cronicidade da otite (Bajwa,
2019), caracterizada por alteracbes de edema ou estenose de conduto auditivo, causando
desconforto ao paciente e dificuldades no tratamento (otite hiperplasica/estenosante). A
condicdo cronica de otite pode levar a déficit de audicdo, especialmente quando o ouvido
médio esta envolvido, e a formacdo de fibrose ou calcificacdo dos canais auditivos. Estes
ultimos sdo indicadores de uma doenca auditiva em estagio avancado (Fontoura et al., 2014;
O'neil et al., 2021).

Figura 2. Apresentacdes da otite externa canina. A: Otite eritemato-ceruminosa com areas de
eritema (seta vermelha), hiperpigmentacdo e hiperqueratose (seta amarela). B: Otite
supurativa com areas ulceradas (seta amarela). C: Biofilme (macroscopia): secre¢do viscosa,

densa, marrom escura ou preta (seta amarela).
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Fonte: Autor.
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2.3.2. Etiologia e patogenia da otite externa canina

A origem da otite externa em cdes € complexa e multifatorial. Os fatores subjacentes
da doenca podem surgir de forma isolada ou em combinacdo, desencadeando a resposta
inflamatoria. Eles podem ser categorizados em fatores predisponentes, primarios, secundarios
e perpetuantes (Miller, 2013; Paterson, 2016) (Figura 3).

2.3.2.1. Fatores predisponentes

Fatores predisponentes sdo aqueles que ndo iniciam a inflamacdo, mas podem
aumentar o risco de desenvolvimento da otite externa. Os principais fatores incluem
conformacdo anatbmica da orelha, umidade excessiva no canal auditivo, desordens
obstrutivas, doencas sistémicas e efetividade de tratamentos otoldgicos. O entendimento
desses fatores é importante para auxiliar o clinico na realizacdo de medidas preventivas. O
tratamento isolado desses fatores ndo conduz ao sucesso na resolucdo da otite (Pye, 2018;
Bajwa, 2019).

As particularidades anatémicas na conformagdo da orelha canina s&o os fatores
predisponentes mais comuns relacionados a otite externa, uma vez que podem deixar o
ambiente favoradvel a inflamacdo causada por causas primarias subjacentes. Dentre estes,
pode-se destacar o formato do pavilhdo auricular, a presenca de pelos no interior do conduto
auditivo e na face concava do pavilhdo, o limen do canal auricular e quantidade de glandulas
sebaceas e ceruminosas (Paterson, 2016).

Nesse contexto, a raga emerge como um importante fator predisponente para a otite
externa, devido as variacdes na conformacao do pavilhdo auricular e a presenca de foliculos
pilosos dentro do canal auditivo, que séo caracteristicas de cada raca (Fontoura et al., 2014;
O’neil et al., 2021). Em um estudo sobre os fatores predisponentes para a otite externa em
caes, observou-se uma maior incidéncia em ragas, como Basset Hound, Cocker Spaniel, Shar-
Pei, Golden Retriever e Beagle, que frequentemente possuem orelhas pendulares ou semi-
pendulares (O’neil et al., 2021). Vale ressaltar que nem todas as ragas com orelhas
pendulares ou pelos dentro do canal auditivo desenvolvem otite (Paterson, 2016).

A correlacdo da raca e quantidade de foliculos pilosos no conduto com a otite ocorre
porque cdes com essas particularidades tém maior predisposicdo a quadros inflamatorios
(dermatites alérgicas) e infecciosos, devido & reducdo da aeracdo local, a interferéncia no

processo de auto-limpeza e ao acimulo de cerimen. O excesso de cerumen ocorre em
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doencas seborreicas e em algumas ragas, como Labrador, Cocker Americano, Cocker inglés,

Golden Retriever, Shar Pei, Poodle, dentre outras (Fontoura et al., 2014; Larsson; Lucas,

2020).

Figura 3. Etiopatogenia da otite externa canina. Descri¢do dos fatores primarios, secundarios,

predisponentes e perpetuantes.
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Fonte: Adaptado de Paterson (2016).

auditivo, ruptura de membrana timpanica,
colesteatoma, biofilme e exsudato.

J

Outros fatores podem ser destacados como 0 excesso de umidade, alteracdes de

temperatura e desordens obstrutivas como po6lipos e neoplasias benignas (papilomas,

adenomas) dentro do canal auditivo, predispondo a otite externa. Além disso, praticas

inadequadas de higiene auricular por parte dos proprietarios podem resultar em danos no

canal auditivo. O uso indevido de métodos de limpeza mecéanica, como cotonetes, pode expor

a camada epitelial, levando a lesdo. Essa pratica também pode causar compactacdo de

cerumen no fundo do canal auditivo, aumentando a pressao sobre a membrana timpéanica e o

risco de ruptura, além de interromper o processo fisiologico de auto-limpeza. O uso de

solucBes de limpeza auricular contendo propriedades antissépticas também pode resultar em

hipersensibilidade ou alteragdes na populagdo microbiana local (Palomino-farfan et al., 2020).
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2.3.2.2. Fatores primarios

Os fatores primarios sdo aqueles que diretamente desencadeiam a inflamacdo no canal
auditivo externo (Pye, 2018). Identificar esses fatores permite ao clinico estabelecer
estratégias para o tratamento da inflamacg&o e sua causa subjacente, reduzindo a ocorréncia de
recidivas da otite externa. As alteracbes mais comumente associadas a otite incluem reacdes
de hipersensibilidade, como alergias alimentares, de contato e atopia (Paterson, 2016; Bajwa,
2019). Devido a sua natureza de dificil tratamento, essas condi¢des sdo frequentemente
citadas como as principais causas de cronicidade e recorréncia em cdes com otite externa
(Bajwa, 2019).

Estudos sugerem que 0s processos alérgicos, especialmente a dermatite atopica e a
reacao adversa ao alimento, sdo responsaveis por mais de 60% e 80%, respectivamente, das
causas primérias mais comuns no desenvolvimento da otite externa (Paterson, 2002;
Saridomichelakis et al., 2007; Zur et al., 2011; Fontoura et al., 2014). Ademais, doengas
enddcrinas, como hipotireoidismo, condi¢cdes autoimunes, como pénfigo foliaceo, ou
imunomediadas, como adenite sebacea, distirbios de queratinizacdo, neoplasias malignas,
como carcinomas, e presenca de corpos estranhos também podem ser fatores desencadeantes
da otite (Paterson, 2016; Bajwa, 2019).

Além disso, a desordem parasitaria pela infestacdo de acaros no canal auditivo é uma
causa comum, principalmente em pacientes jovens, imunocomprometidos, com baixa higiene
ou em situacdes de superpopulacdo. Os acaros mais frequentemente encontrados pertencem
ao género Otodectes sp., seguido do acaro Demodex spp. Ambos podem danificar o epitélio
do canal auditivo, promovendo intenso prurido, inflamacéo local e auto trauma, associado a

otites ceruminosas (Fontoura et al., 2014).

2.3.2.3. Fatores secundarios

Devido a presenca da microbiota no canal auditivo, € essencial relacionar os achados
microscopicos com as observagdes do exame fisico e histérico do animal, uma vez que a
presenca de microrganismos ndo € necessariamente indicativa de patogenicidade das cepas
presentes (Larsson; Lucas, 2020). Para que ocorra a infeccdo, € crucial que o microrganismo
demonstre fatores de viruléncia, caracterizados como mecanismos que facilitam a aderéncia
do patogeno ao sitio-alvo, a evasdo do sistema imunolégico do hospedeiro, a penetracdo nos

tecidos lesados e a inducgéo de dano celular (Veronesi; Foccacia, 2015).
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Além disso, a existéncia de um ambiente favoravel desempenha um papel importante
na ocorréncia da infeccdo. A presenca de lesGes teciduais, principalmente ocasionadas pelo
processo inflamatorio, favorece a colonizacdo bacteriana na otite externa. O microambiente
do local afetado também é um aspecto a ser considerado, ja4 que a inflamacdo afeta fatores
como temperatura, umidade e pH, alterando a composi¢do da microbiota normal, reduzindo
sua diversidade e aumentando a possibilidade de colonizacdo por cepas patogénicas (Borriello
et al., 2020).

Em cdes com o quadro alérgico de dermatite atopica, porém sem sinais clinicos de
otite em orelha externa, observou-se uma modificagdo na microbiota quanto aos grupos
bacterianos, com a identificacdo de 28 filos distintos, sendo mais prevalente o Firmicutes,
seguido de Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes e Acidobacteria. A familia mais
comum sequenciada foi a Staphylococcaceae, seguido da Corynebacteriaceae, Moraxellaceae
e Flavobacteriaceae. Bactérias do género Staphylococcus spp. foram as mais abundantes,
seqguido por Corynebacterium spp., Escherichia sp. e Propionibacterium sp. (Ngo et al.,
2018).

A progressdo do processo inflamatério, desencadeado pelas causas primarias como a
dermatite atdpica, promove alteracdes no epitélio glandular do canal auditivo, com maior
producdo de secrecdo ceruminosa e modificagbes no microambiente e na microbiota
comensal, permitindo, secundariamente, a proliferacdo de patogenos (Bajwa, 2019). As
principais bactérias envolvidas na otite externa sdo as espécies de Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. e Corynebacterium spp., em quadros agudos, e as espécies de
Enterococcus spp., Pseudomonas spp., Proteus spp. e E. coli, em quadros crdnicos e
recorrentes. Apresenta-se na forma de otite com presenca de secrecdo seborreica ou purulenta,
com riscos de evolucdo para otite média (Paterson, 2016; Larsson; Lucas, 2020).

Além da colonizacdo bacteriana, a presenca de fungos na otite externa surge devido ao
acumulo excessivo de cerimen, promovendo a proliferacdo de leveduras, especialmente da
especie Malassezia pachydermatis, que apresentam afinidade por lipidios (Korbelik et al.,
2018). Esses fungos encontram um ambiente propicio na presenca do cerumen, que oferece
umidade e detritos celulares, facilitando sua multiplicacdo e a liberagdo de componentes pro-
inflamatdrios (Fontoura et al., 2014; Paterson, 2016; Bajwa, 2019). Portanto, a falta de
equilibrio no ecossistema bacteriano e fungico, designado por disbiose, é geralmente
observada em doencgas de pele como a dermatite atopica, mesmo em cdes com orelhas
saudaveis (Korbelik et al., 2019).
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2.3.2.4. Fatores perpetuantes

Os fatores perpetuantes surgem ap0s o desenvolvimento da otite externa e tém o
potencial de intensificar o processo inflamatorio ja existente e/ou manter a doenca de forma
persistente, mesmo apos a identificagdo e tratamento da causa priméaria (Borriello et al.,
2020).

No contexto da infeccdo na otite, a formacdo de biofilme é considerada um fator
perpetuante. Quanto a macroscopia do biofilme nas orelhas, é descrita, clinicamente, como
uma secrecao viscosa, densa, marrom escura ou preta (Nuttall, 2016) (Figura 2C). A estrutura
do biofilme proporciona protecdo as bactérias contra a acdo do sistema imunoldgico do
hospedeiro e dificulta a penetracdo de antimicrobianos, contribuindo para a persisténcia da
infeccdo no local afetado (Albuquerque et al., 2022; Naziri; Majlesi, 2023). Assim, mesmo
com o tratamento adequado, a presenca do biofilme pode resultar em recorréncias infecciosas
(Bajwa, 2019).

Fatores que contribuem para a cronicidade da otite externa incluem falhas no
tratamento das causas primarias, a presenca de biofilme e inflamagdes na orelha média e na
membrana timpanica. Lesdes repetidas no canal auditivo, devido a episédios recorrentes de
otite ou a persisténcia da inflamagéo, ocasionam mudancas anatdmicas no local afetado. Essas
alteracdes incluem hiperplasia e/ou dilatacdo epitelial e glandular, resultando em aumento na
producdo de cerimen, modificacdo do ambiente da orelha e estreitamento do conduto (Bajwa,
2019).

2.3.3. Diagnostico da otite externa

O diagnostico da otite externa canina é predominantemente clinico, baseado na coleta
de informagfes durante a anamnese e na avaliacdo fisica do paciente (Scherer et al., 2014).
No entanto, a identificacdo dos possiveis fatores desencadeantes da doenca requer uma
investigacdo detalhada do historico do paciente, incluindo a duragdo dos sinais clinicos, sua
progressao ao longo do tempo, a presenca de outras lesdes cuténeas, condi¢cdes médicas
coexistentes e tratamentos prévios (Fontoura et al., 2014).

Na otite aguda, sdo observados sinais como eritema, ulceracdo, edema, acumulo
excessivo de cerimen e/ou exsudagdo, alem de escoriagdes decorrentes de auto-trauma. J& na
otite crénica, podem ser identificados hiperqueratose e estreitamento do canal auditivo,

dificultando a otoscopia (Bajwa, 2019).
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E importante ressaltar que os exames de citologia e otoscopia sdo fundamentais como
meio auxiliar de diagnostico junto ao histérico e exame fisico de cada paciente para a
caracterizacdo dos tipos de otite. A otoscopia é determinante para identificar o estado clinico
dos canais auditivos, o padrdo de lesGes inflamatdrias e o tipo e a quantidade de secrecao
(Pye, 2018). Durante o exame fisico do animal, o canal auditivo é palpado e inspecionado,
com o auxilio de um otoscépio. Em casos em que o paciente apresenta niveis significativos de
dor, pode ser necessario realizar sedacdo para uma avaliacdo completa do canal auditivo e da
membrana timpanica (Bajwa, 2019).

Ademais, a citologia otologica € o teste de diagndstico que ajuda a determinar a
presenca de neutréfilos e de agentes infecciosos como cocos, bastonetes e leveduras (Budach;
Mueller, 2012). Trata-se da coleta de material, através de swab otoldgico, para observacdo em
exame direto de contetdo celular e microbioldgico. Os achados citolégicos podem ser usados
na selecdo empirica e no monitoramento da efetividade do antimicrobiano topico para a
terapia inicial das infeccBes bacterianas associadas a otite externa (Zamankhan Malayeri et
al., 2010; Morris, 2004; Nuttall, 2016).

No entanto, em casos de otites externas recorrentes ou crénicas com uma populagédo
bacteriana refrataria a terapias com antibioticos topicos, na presenca de erosdes e ulceragdes
no canal auditivo ou com evolugdo para otite média, é necessaria a realizacdo de cultura
associada a citologia. A associacdo desses exames favorece a identificacdo da espécie
bacteriana e ajuda a selecionar o antibidtico topico e/ou sistémico com base nos padrdes de
sensibilidade antimicrobiana (Zamankhan Malayeri et al., 2010; Nuttall, 2016; Pye, 2018).

Sabe-se que os dados de cultura otoldgica e sensibilidade antimicrobiana sdo menos
utilizados para o uso de drogas topicas, uma vez que estas informacgdes estdo relacionadas a
eficAcia da antibioticoterapia sistémica (Morris, 2004; Nuttall, 2016). Estudos prévios
demonstraram que as concentracdes de antibacterianos aplicados topicamente no canal
auditivo atingem niveis que excedem a concentragdo inibitéria minima (CIM) alcancado na
circulagdo (soro/plasma), ndo havendo correlagdo da resposta clinica com os resultados de
sensibilidade antimicrobiana (Morris, 2004; Papich, 2013; Boyd et al., 2019).

Outros exames complementares menos frequentemente empregados incluem bidpsia,
radiografia craniana, ressonancia magnética, tomografia e video-otoscopia, 0s quais Séo
selecionados em casos de otite cronica ou comprometimento do canal médio (Fontoura et al.,
2014; Bajwa, 2019). A video-otoscopia € um método diagndstico em crescente demanda,
permitindo a visualizagdo da membrana timpéanica e do canal médio, além de facilitar

procedimentos de lavagem otoldgica. E especialmente eficaz na remog&o de corpos estranhos
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e massas benignas, embora requeira sedacdo do paciente para realizacdo (Larsson; Lucas,
2020).

2.3.4. Tratamento da otite externa

O tratamento mais comum baseia-se na utilizacdo de produtos topicos, com objetivo
no controle dos microrganismos e da inflamacao local. Nesse contexto, a identificacdo dos
fatores primarios, predisponentes e perpetuantes combinada a terapia anti-inflamatoria e ao
controle das infecgdes secundarias sdo essenciais para alcancar o sucesso terapéutico e evitar
a recorréncia e cronicidade das otites (Paterson, 2016; Paterson; Matyskiewicz, 2018). Assim,
varias abordagens sdo propostas ao tratamento da otite externa associada a infeccdo
bacteriana, com recomendacdes variaveis quanto a selecdo de antibidticos topicos e/ou
sistémicos (Morris, 2004; Rubin et al., 2008).

As formulagbes mais utilizadas no tratamento tépico incluem antimicrobianos e anti-
inflamatdrios, associados a anestésicos locais ou compostos antiparasitarios, a depender da
causa da enfermidade. O tratamento topico com solugbes de limpeza auricular pode ser
considerado um tratamento adjuvante eficaz na otite externa canina com envolvimento de
microrganismos resistentes. Essas solugdes otolégicas sdo compostas por agentes com
propriedades antissépticas, como acido salicilico, clorexidine e Tris-EDTA, que, através da
remocao de detritos celulares e acidos graxos livres, reduzem a inflamacdo (Moog et al.,
2022).

Diferentes classes de antibacterianos tém sido, frequentemente, utilizadas como
agentes antimicrobianos topicos no tratamento da otite externa, incluindo polimixinas,
fluoroquinolonas, aminoglicosideos (Nuttall, 2016) e sulfonamidas (sulfadiazina de prata)
(Von Silva-Tarouca et al., 2019). Dentre os principais exemplares desses agentes topicos,
destaca-se a polimixina B, é&cido fusidico, florfenicol, gentamicina, enrofloxacina e
marbofloxacina, como antibacterianos adequados para a maioria das infecgdes bacterianas
(Nuttall, 2016).

Atualmente, existe uma variedade de compostos antimicrobianos topicos disponiveis
nas formulacdes otoldgicas. E importante ressaltar que as fluoroquinolonas (enrofloxacina e
ciprofloxacina), o aminoglicosideo gentamicina, a polimixina B e a sulfadiazina de prata séo
geralmente eficazes contra infecgdes primarias de Pseudomonas spp., enquanto o acido

fusidico, gentamicina e o florfenicol sdo eficazes contra o Staphylococcus aureus meticilina-
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resistente (MRSA) e S. pseudintermedius meticilina-resistente (MRSP) (Nuttall, 2016; Von
Silva-Tarouca et al., 2019).

O tratamento sisttémico é indicado em casos de otite média, otite crbnica ou otite
externa associado a sinais clinicos graves, sempre acompanhado de exame de cultura
microbiana com antibiograma.. A escolha terapéutica deve levar em consideragdo o espectro
de atividade da droga, seu mecanismo de acdo e biodisponibilidade (Fontoura et al., 2014;
Paterson, 2016).

Quanto a antibioticoterapia sistémica, clindamicina, lincomicina, cefadroxila,
cefalexina, amoxicilina com clavulanato e cefovecina sdo bons farmacos de primeira linha
para as infecgdes estafilocdcicas. As fluoroquinolonas estdo reservadas para a utilizacdo de
segunda linha, sempre que existam dados de cultura e sensibilidade antimicrobiana (Nuttall,
2016).

2.4. Aspectos microbioldgicos de interesse clinico
2.4.1. Principais microrganismos associados a otite externa em cées e indicacdes

terapéuticas

InfeccBes por bactérias e leveduras séo as principais causas secundarias associadas aos
sinais clinicos e a perpetuacdo da inflamacdo na otite externa (Pye, 2018). Em particular, a
maioria das otites externas em cées estdo associadas a mono-infec¢es (Zamankhan Malayeri
et al., 2010; De Martino et al., 2016) ou infeccBes mistas (Petrov et al., 2013; Leonard et al.,
2022) por espécies bacterianas de Staphylococcus spp., Proteus spp., Pseudomonas spp., E.
coli e leveduras do género Malassezia spp., relacionadas a otites eritemato-ceruminosas e/ou
supurativas (Nuttall, 2016).

Microrganismos pertencentes a microbiota auricular normal podem tornar-se
oportunistas, quando as condi¢fes do microambiente ou fatores priméarios determinam uma
expressdao mais rapida dos seus fatores de viruléncia, como exemplo das espécies de S.
pseudintermedius, que representam mais de 70% das bactérias, quando cultivadas
(Zamankhan Malayeri et al., 2010; Petrov et al., 2013; De Martino et al., 2016). Além disso,
bactérias em forma de bastonetes Gram-negativos também estdo relacionadas a casos de
infeccbes oportunistas em quadros de otite, principalmente cepas de P. aeruginosa. Sua
capacidade de causar infecgOes em seres humanos e animais, associada ao surgimento de
resisténcia antimicrobiana, &€ amplamente relatada na literatura (Meki¢ et al., 2011; Budgen,
2013; Bajwa, 2019, Viegas et al. 2022).
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As ferramentas de diagndstico classicas, como a citologia e a cultura bacteriana,
mostram que S. pseudintermedius, Enterococcus spp., Streptococcus spp. beta-hemoliticos,
Corynebacterium spp., E. coli, P. aeruginosa e Proteus mirabilis sdo 0s patdgenos
bacterianos mais comumente associados a otite externa canina (Zamankhan Malayeri et al.,
2010; De Martino et al., 2016; Chan et al., 2018b; Korbelik et al., 2019).

2.4.2. Staphylococcus spp.

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae, ordem Bacillales e
filo Firmicutes. Essas bactérias sdo Gram-positivas, ndo moveis, ndo formadoras de esporos,
catalase positivas e, predominantemente, anaerdbias facultativas. Com base na presenca da
enzima coagulase, responsavel pela inducéo da coagulacdo do plasma, o género € dividido em
dois principais grupos. O primeiro grupo é constituido pelos estafilococos coagulase-
positivos, destacando-se S. aureus, Staphylococcus intermedius, S. pseudintermedius,
Staphylococcus delphini, Staphylococcus hyicus e Staphylococcus schleiferi  subsp.
coagulans. O segundo grupo é formado pelos estafilococos coagulase-negativos e incluem
Staphylococcus epidermidis, S. schleiferi subsp. schleiferi e Staphylococcus saprophyticus
(Lilenbaum et al., 2000; Larsson; Lucas, 2020; Seeger et al., 2020).

A espécie S. pseudintermedius, pertencente ao grupo SIG (Staphylococcus intermedius
group), foi isolada em 2005 e caracterizada como principal agente comensal da pele, orelha e
mucosas de cdes saudaveis (Larsson; Lucas, 2020). Véarios estudos anteriores descreveram a
elevada ocorréncia de microrganismos pertencentes ao grupo de Staphylococcus do tipo
coagulase positivo, com destaque para as cepas de S. pseudintermedius, S. intermedius e S.
schleiferi subsp. coagulans entre os isolados de cdes com otite externa (Penna et al., 2009;
Zamankhan Malayeri et al., 2010; Petrov et al., 2013; De Martino et al., 2016; Palomino-
farfan et al., 2021) e infeccBes no tegumento (Saputra et al., 2017; Viegas et al., 2022;
Naziri; Majlesi, 2023) (Figura 4).

Contudo, estudos reportam o isolamento de outras espécies como S. epidermidis,
representando a importancia do grupo dos estafilococos coagulase negativo como parte da
microbiota de seres humanos e cdes, assim como agentes oportunistas emergentes na
patogénese da otite externa (Lilenbaum et al., 2000; Penna et al., 2009; De Martino et al.,
2016). Embora as bactérias do género Staphylococcus facam parte da microbiota normal da

orelha de cdes saudaveis (Ngo et al., 2018; Korbelik et al., 2019), a obtencdo de espécies
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desse género em cultura de amostras de orelhas de cées com otite externa indica sua

relevancia na patogénese dessa enfermidade (Lilenbaum et al., 2000).

Figura 4. Distribuicdo e proporcdo de espécies de Staphylococcus spp. isolados de cdes com

otite externa e piodermite.
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Fonte: Adaptado de Viegas et al. (2022).

Os antibioticos das classes das penicilinas e cefalosporinas representam a primeira
linha de escolha para o tratamento empirico de infeccdes superficiais de pele e orelha.
Entretanto, a utilizagcdo desses farmacos sem conhecimento prévio do perfil de sensibilidade
antimicrobiana das cepas associadas a otite externa recorrente (Nuttall, 2016) pode ser um
fator que acarrete o aumento substancial do grau de resisténcia de espécies de Staphylococcus
em amostras clinicas de cdes (Beck et al., 2012; Saputra et al., 2017, Viegas et al., 2022;

Naziri; Majlesi, 2023).
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E importante ressaltar que os membros do género Staphylococcus possuem a
capacidade de adquirir padrdes de resisténcia bacteriana para o grupo dos beta-lactamicos,
através de mecanismos de recombinacdo genética por processos de conjugacdo ou
transferéncia de plasmideos e pela producéo de beta-lactamases (Morris et al., 2006). Além
disso, o uso de antibidticos da classe das quinolonas, como terapia inicial contra infec¢oes
estafilococicas, pode gerar mecanismos de resisténcia como altera¢gdes no sitio-alvo ou
bombas de efluxo (Schwarz et al., 2018).

Nesse contexto, a identificacdo de cepas de S. pseudintermedius meticilina-resistente
(MRSP), S. intermedius meticilina-resistente (MRSI) e S. schleiferi meticilina-resistente
(MRSS), por teste de sensibilidade & oxacilina, em infec¢fes de orelha (Morris et al., 2006;
Penna et al., 2009; De Martino et al., 2016; Palomino-farfan et al., 2021) e pele em caes
(Beck et al., 2012; Viegas et al., 2022; Naziri; Majlesi, 2023) vem sendo relatada. A
resisténcia a meticilina em estafilococos e conferida pelo gene mecA que codifica a proteina
de ligacdo a penicilina 2a (PBP2a), que tem uma afinidade reduzida para todos os
antimicrobianos b-lactamicos (Beck et al., 2012). A proliferacdo de cepas MRSP, MRSI e
MRSS em animais com otite externa deve ser monitorada, uma vez que sdo patdgenos
oportunistas emergentes com potencial zoonético, ja identificados em cdes e seres humanos
(Lozano et al., 2017; Saputra et al., 2017).

2.4.3. Enterococcus spp.

As bactérias do género Enterococcus pertencem a familia Streptococcaceae e sdo
cocos Gram-positivos, catalase negativos, aer6bios ou anaerdbios facultativos, nao
formadores de esporos e ndo dotados de motilidade. Estes microrganismos vivem, geralmente,
como comensais do intestino. Portanto, infec¢bes por espécies de enterococos, como
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium na orelha externa, geralmente, séo oportunistas
e secundarias a fatores predisponentes e primarios (Veronesi; Foccacia, 2015; Kwon et al.,
20223).

Os enterococos sdo intrinsecamente resistentes a varios agentes antimicrobianos
(multirresisténcia), causando infec¢fes nosocomiais graves em seres humanos. Espécies de E.
faecalis sdo considerados um reservatorio de genes de resisténcia antimicrobiana para
bactérias potencialmente patogénicas. Estudos envolvendo esse tipo de microrganismo

viraram de interesse da salde publica (Zhou et al., 2020), com o surgimento de cepas de
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enterococos resistentes & vancomicina (VRE), antibidtico da classe dos glicopeptideos, na
Europa e nos Estados Unidos e a descoberta de animais como reservatorios de VRE.

2.4.4. Pseudomonas aeruginosa

A bactéria P. aeruginosa foi inicialmente isolada por Carle Gessard em 1882 a partir
de feridas cutdneas em dois pacientes humanos. Posteriormente, foi investigada por Charrin
em 1889, sendo revelada sua patogenicidade também em animais (\VVeronesi; Focaccia, 2015).
Esta bactéria é caracterizada por ser um bacilo Gram-negativo, ndo-fermentador de glicose,
aerdbio e com capacidade de movimentacdo, através de flagelos. Além de ser encontrada em
ambientes naturais, como solo, agua e plantas, P. aeruginosa também é uma presenca comum
em ambientes hospitalares, onde pode colonizar uma variedade de superficies, incluindo
equipamentos médicos e dispositivos diversos (Azam; Khan, 2019).

P. aeruginosa é uma espécie oportunista que desempenha um papel significativo na
salde, dada sua notavel patogenicidade e sua capacidade de causar infec¢Ges e doencas em
animais, plantas e seres humanos. Embora o conduto auditivo ndo seja seu habitat natural,
infeccdes na orelha relacionadas a P. aeruginosa sdo geralmente de natureza oportunista. Este
bacilo esta frequentemente associado & otite externa cronica e otite media, podendo ocorrer
em até 60% dos casos (Meki¢ et al., 2011; Pye, 2018; Costa et al., 2022).

E importante ressaltar que essa espécie bacteriana possui um extenso conjunto de
fatores de viruléncia que contribuem para sua notavel patogenicidade e resisténcia a
antimicrobianos. Estes fatores podem ser categorizados em estruturais e ndo estruturais. Entre
os fatores estruturais estdo os lipopolissacarideos (LPS), proteinas transmembranares,
estruturas flagelares, pilis e bombas de efluxo. Os fatores ndo estruturais incluem a
capacidade de formacdo de biofilmes, producdo de siderdforos, proteases, elastases,
fosfolipases e o sistema de quorum sensing. Essa ampla gama de fatores de viruléncia
contribui para a capacidade da P. aeruginosa de colonizar e persistir em uma variedade de
ambientes e causar infecgbes graves em hospedeiros vulnerdveis (Jurado-Martin; Sainz-
Mejias; Mcclean, 2021).

Assim como em outras espécies bacterianas, P. aeruginosa emprega uma serie de
mecanismos para facilitar sua viruléncia, e um desses mecanismos centrais é a formagéo de
biofilmes. Por meio do quorum sensing, P. aeruginosa organiza a formacgéo de biofilmes no
conduto auditivo, ativando a sintese de alginato, um componente essencial dessas estruturas, e

influenciando a hidrofobicidade da superficie. Além do alginato, outros exopolissacarideos
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desempenham papéis importantes na producdo de biofilmes por cepas que ndo produzem
alginato. A presenca de biofilmes contribui para a cronicidade das infeccGes por P.
aeruginosa, agravando sua persisténcia e resisténcia aos tratamentos (Pye et al., 2013;
Robinson et al., 2019).

Além disso, um outro aspecto de suma importancia para a patogénese por P.
aeruginosa e sua notavel resisténcia aos tratamentos com antibacterianos é sua capacidade de
superexpressar proteinas transmembranares, denominadas bombas de efluxo (Tejedor et al.,
2003; Vingopoulou et al., 2018). Outros diferentes mecanismos de resisténcia podem ser
destacados, como baixa permeabilidade de membrana externa, enzimas modificadoras de
aminoglicosideos (Arais et al., 2016) e producdo de B-lactamases de espectro estendido,
principalmente contra carbapenémicos (Hyun et al., 2018). Além disso, destaca-se a producao
de integrons e mutacdes estruturais nos genes que codificam a DNA girase (gyr A e gyr B) e
topoisomerase IV (parC e parE), promovendo resisténcia as fluorquinolonas (Vingopoulou et
al., 2018).

Diversos genes de resisténcia também sdo relatados na literatura como o operon
MexAB-OprM, codificado pelos genes mexA, mexB e oprM, esta associado a resisténcia a -
lactamicos, tetraciclinas e fluoroquinolonas. Da mesma forma, o operon MexCD-Oprl,
composto pelos genes mexC, mexD e oprJ, estd ligado a resisténcia a macrolideos,
tetraciclinas, fluoroquinolonas e B-lactamicos (Li; Barré; Poole, 2000). Portanto, o acimulo
de mecanismos de resisténcia antimicrobiana leva a desafios no tratamento clinico e
microbiologico de otite externa associada a P. aeruginosa, uma vez que cepas podem

desenvolver multirresisténcia (Nuttall, 2007; Hyun et al., 2018).

2.4.5. Proteus mirabilis

Pertencente a classe Gammaproteobacteria, P. mirabilis € um bacilo Gram-negativo,
movel, membro da familia Enterobacteriaceae. Presente na microbiota intestinal, P. mirabilis
tem a capacidade de se propagar do intestino para outros sitios anatémicos, principalmente o
trato urinario, causando urolitiase, lesdo renal permanente e infecgdes bacterianas leves ou
graves, levando o paciente a uma pielonefrite ascendente ou até uma urosepse (Niemiec et al.,
2022).

P. mirabilis é relatado como o terceiro patdgeno mais comum em otite externa canina,
presente em quadros de erosdes e ulcera¢Ges no canal auditivo ou com evolugdo para otite

média, levando a recorréncia e cronicidade da enfermidade (Song et al., 2020). Além disso, é
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considerado um patégeno emergente na medicina veterindria e humana, relacionado a
infeccBes oportunistas na orelha externa, principalmente em colonizacéo junto as espécies de
Staphylococcus spp. Geralmente, sdo encontrados no solo, na agua, em vegetais e no trato
intestinal e urinario dos animais (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018; Larsson; Lucas, 2020).

Diversos fatores de viruléncia foram detectados em cepas de P. mirabilis, como
fimbrias, proteases, toxinas, bombas de efluxo, além da capacidade de formar biofilmes
(Sidrim et al., 2019). Em um estudo realizado por Kwon et al. (2022b), foram detectados, em
isolados de P. mirabilis de cdes com otite externa, genes de resisténcia produtores de beta-
lactamases (blaCTX e blaOXA), de urease (ureC), de proteases contra IgA (zapA), hemolisina
citotoxica (hpmA) e genes relacionados a modulag¢do do swarming (rsbA).

P. mirabilis é reconhecido por sua habilidade de sintetizar a enzima urease, a qual
catalisa a hidrdlise da uréia, resultando na producdo de dioxido de carbono e aménia. Além
disso, é positivo para a prova bioquimica da fenilalanina desaminase, uma enzima crucial na
remogdo do grupo amina da fenilalanina, contribuindo para a nutricdo e crescimento
bacteriano. Outra caracteristica distintiva dessa espécie é sua capacidade de swarming em
meio de cultura, formando uma estrutura peculiar denominada "véu do Proteus”, cuja
habilidade é atribuida a grande quantidade de flagelos presentes na superficie da célula
bacteriana (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018).

2.4.6. Escherichia coli

E. coli é um bacilo Gram-negativo, que se caracteriza como um fermentador anaerébio
facultativo de agUcares, e esta classificado na familia Enterobacteriaceae. Este microrganismo
¢ normalmente simbidtico no trato gastrointestinal de seres humanos e animais,
desempenhando funcgdes essenciais para o equilibrio dessa microbiota. No entanto, em certas
condigdes, pode desencadear infecgdes oportunistas em diferentes sistemas do corpo humano
e animal, incluindo o trato gastrointestinal, o trato urinario, corrente sanguinea e canal
auditivo da orelha externa em cdes, adquirindo diferentes mecanismos de resisténcia
(Vingopoulou et al., 2018; Song et al., 2020).

Devido ao seu potencial patogénico, E. coli tem desempenhado um papel significativo
no avanco da ciéncia e da biotecnologia. A literatura cientifica apresenta divergéncias quanto
ao seu papel no organismo humano: enquanto alguns autores a consideram comensal, dado
que se beneficia da presenca no hospedeiro sem causar danos aparentes, outros defendem uma

relagdo mutualistica, argumentando que a E. coli exerce um efeito inibitorio sobre a
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colonizagdo de outros microrganismos no intestino, promovendo assim um controle
populacional no microbioma intestinal. Esta dualidade de perspectivas reflete a complexidade
da interacdo entre os microrganismos e o hospedeiro (Leatham et al., 2009).

Quanto aos mecanismos de resisténcia, cepas de E. coli sdo caracterizadas por
mutacBes em elementos genéticos promotores, levando a sobre-expressdo de genes ampC
cromossomais e mediados por plasmideos produtores de beta-lactamases, que conferem

resisténcia a aminopenicilinas, cefalosporinas e monobactamicos (Peter-Getzlaff et al., 2011).

2.5. Resisténcia antimicrobiana na otite externa canina

A resisténcia antimicrobiana representa um desafio global que afeta todas as areas da
salde, incluindo a medicina veterindria. Observa-se um aumento na prevaléncia de
microrganismos resistentes tanto na produgdo animal quanto nos animais de estimacao.
Atualmente, os cdes sdo reconhecidos como potenciais reservatorios de resisténcia
antimicrobiana, o que tem implicacdes significativas para a salde publica devido a
possibilidade de transmissdo de cepas resistentes para 0os humanos (Bourely et al., 2018;
Palomino-farfan et al., 2020).

Dentro da pratica dermatoldgica, condicdes como piodermites e otite externa
apresentam uma alta prevaléncia. O aumento da identificagio de microrganismos
multirresistentes nessas patologias pode contribuir para a disseminacdo desses agentes no
ambiente domiciliar e sua transmissdo para os seres humanos de forma indireta (Bourely et
al., 2018; Bajwa, 2019).

O entendimento da prevaléncia da resisténcia antimicrobiana é crucial para avaliar as
potenciais ameacas a salde publica e conceber estratégias de controle. Em 2015, a
Organizacdo Mundial da Salde adotou o Plano de Acdo Global sobre Resisténcia
Antimicrobiana (GAP), que emite diretrizes para 0 uso responsavel de antimicrobianos em
humanos, animais e plantas (Galarce et al., 2021), além de apoiar a implementacdo de
sistemas de monitoramento do uso de antimicrobianos em animais e plantas (Aiara-Kane et
al., 2018).

Este plano também enfatiza a necessidade de uma abordagem integrada de saude,
buscando a colaboracdo de diversas disciplinas, incluindo medicina humana e veterinaria. Em
2017, a Organizacdo Mundial da Sadde publicou uma lista de prioridades para o
desenvolvimento de novos antimicrobianos capazes de combater cepas multirresistentes.

Entre as bactérias de alta prioridade estdo E. faecium resistente a vancomicina, espécies de
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Staphylococcus resistentes a meticilina (MRS), associados a casos de otite externa canina
(Palomino-farfan et al., 2021; Costa et al., 2022; Kwon et al., 2022a), e cepas de P.
aeruginosa resistente a carbapenémicos, como patdgenos de prioridade critica (Elfadadny et
al., 2023).

Vaérios estudos reportaram a ocorréncia de alto padrdo de resisténcia de cepas de
Staphylococcus spp. e P. aeruginosa as classes de antibidticos aminoglicosideos e
fluoroquinolonas, frequentemente, utilizadas como terapia topica inicial na otite externa
(Meki¢ et al., 2008; Rubin et al., 2008; De Martino et al., 2016; Elfadadny et al., 2023). No
contexto da otite canina, situacdes relacionadas a falhas no diagnostico e na conduta
terapéutica sdo fatores relacionados ao surgimento de cepas multidroga resistente (MDR).
Assim, a etiologia da otite externa ndo identificada e a utilizacdo de farmacos antimicrobianos
em excesso, por vezes nao especificos para a causa inicial da otite, aumentam os riscos de
recorréncia e cronicidade do quadro (Boyd et al., 2019; Luciani et al., 2023).

A variedade de produtos topicos antimicrobianos disponiveis no mercado e 0 uso
indiscriminado e sem recomendacdo medico veterinaria entre os tutores dos animais
evidenciam a negligéncia, quanto aos critérios de administracdo e o periodo de tratamento,
além do surgimento da resisténcia antimicrobiana (Budgen, 2013; Fontoura et al. 2014). A
utilizacdo indiscriminada e frequente destes produtos otoldgicos, com antibidticos de amplo
espectro, nos casos recorrentes, principalmente envolvendo a formacao de biofilme, acarreta o
aumento na pressao seletiva e a colonizagdo por cepas resistentes (Scherer et al., 2014; Costa
etal., 2022).

Diversos estudos demonstraram a incidéncia de espécies de isolados de otite externa
canina resistentes a pelo menos trés classes de antimicrobianos, caracterizando padrdo MDR,
dentre estas S. pseudintermedius (Saputra et al., 2017), S. schleiferi (Palomino-farfan et al.,
2021), S. epidermidis (De Martino et al., 2016), E. faecalis (Know et al., 2022a), P. mirabilis
(Song et al., 2020; Kwon et al., 2022b), P. aeruginosa (Arais et al., 2016; Costa et al., 2022;
Elfadadny et al., 2023) e E. coli (Song et al., 2020).

A presenca de diversas espécies bacterianas MDR em amostras de otite externa em
cdes demonstra a probabilidade desses animais servirem como meio de propagacdo de
bactérias e elementos de resisténcia aos antimicrobianos (Elfadadny et al., 2023). Portanto,
antes do inicio do tratamento antimicrobiano em casos de otites externas com infeccao
bacteriana recorrente, é recomendado a realizacdo de cultura bacteriana e teste de
sensibilidade antimicrobiana para a sele¢cdo adequada do antibacteriano (Lilenbaum et al.,

2000; De Martino et al., 2016). No entanto, essa recomendacdo € direcionada a
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antibioticoterapia sistémica e otites mais severas, uma vez que, em otites menos complicadas,
a escolha do antibidtico é realizada através da avaliacdo citoldgica (Nuttall, 2016; Boyd et al.,
2019).

2.6. Biofilme

Os biofilmes microbianos foram desconhecidos por muitos anos, pois, durante o
ultimo século de pesquisa sobre microrganismos, de maneira geral, concentrou seus estudos
acerca de um estilo de vida plancténico (Bjarnsholt et al., 2018). Sabe-se que os
microrganismos possuem a capacidade de se agrupar em comunidades denominadas biofilme
e que os primeiros relatos foram descritos ainda por Anton Van Leeuwenhook (Hgiby, 2014).

Constitui-se em uma congregacdo microbiana de células fixadas a uma superficie
bidtica ou abiotica, imersas em uma matriz polimérica extracelular produzida internamente. O
biofilme exibe uma organizacdo singular, composta principalmente por agua e substancias
poliméricas, responsaveis pela forma, estrutura, coesdo e funcionalidade do biofilme. Além de
polissacarideos, o biofilme é constituido por proteinas, fosfolipidios e acidos nucleicos
secretados pelos microrganismos residentes (Oliveira et al., 2010; Nesse; Osland; Vesthy,
2023).

No interior do biofilme, existe um sistema de comunicacdo inato de elevada
complexidade conhecido como quorum sensing. Este sistema coordena uma variedade de
atividades celulares, como a formacéo, maturacado e dispersdo do biofilme e da sua densidade
populacional, producdo de estruturas de resisténcia, liberacdo de substancias tdxicas e troca de
genes entre as bactérias residentes associados a viruléncia e a adaptagdo (Oliveira et al., 2010;
Rabin et al., 2015).

O processo de formacao do biofilme tem inicio com a fixacdo a superficie solida viva
ou inerte, seguida pela adesdo subsequente. Aspectos ambientais cruciais para essa aderéncia
incluem o pH, a disponibilidade de nutrientes no meio, a presenca de compostos organicos e
inorganicos, e a temperatura. Adicionalmente, elementos enddgenos da célula, tais como a
excrecdo de substancias sinalizadoras ou auto-indutoras (Ais), responsaveis pelo quorum
sensing, e a existéncia de componentes como flagelos, fimbrias, pili, proteinas aderentes e
capsulas, ttm uma contribuicdo significativa na fixacdo da célula a superficie (Figura 5)
(Rabin et al., 2015; Nesse; Osland; Vestby, 2023).

Uma vez aderidas a superficies bioticas ou abidticas, desencadeia-se 0 processo de

proliferacdo das células do biofilme, dando origem a microcolbnias envoltas pela matriz
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polimérica extracelular. O amadurecimento do biofilme € marcado pelo aumento da
populacdo celular, resultando na formacdo de uma camada espessa da matriz. O ambiente
interno do biofilme gradualmente se torna anaerdbio, com acumulo de gases e acidos. Para
facilitar a dispersdo desses subprodutos, sdo formados canais dentro do biofilme que
permitem o fluxo de liquidos e gases, além de facilitar o transporte de nutrientes e a
eliminacdo de residuos. Quando o biofilme atinge a sua completa maturidade, a camada
microbiana mais externa comeca a gerar células bacterianas planctonicas (OLIVEIRA et al.,
2010; Vestby et al., 2020).

Figura 5. Desenho esquematico da formacgdo do biofilme. O processo de formacdo do
biofilme é dividido em 5 partes. Etapa 1: consiste na identificacdo de superficies que estdo
aptas a serem colonizadas. Etapa 2: envolve a ligacdo de bactérias a superficies. Etapa 3: as
bactérias formam uma matriz extracelular que as recobre para garantir a adesdo méaxima.
Etapa 4: maturacdo do biofilme, nessa etapa 0s canais internos sdo responsaveis pela
distribuicdo de nutrientes e dgua para aumentar o tamanho do biofilme. Etapa 5: As células

que compdem um biofilme ou parte dele se dispersam para formar novos biofilmes.
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Fonte: Adaptado de Chang et al. (2022).

O biofilme representa um dos elementos-chave da viruléncia bacteriana, associado a
fixacdo da bactéria em seu local alvo, além de servir como um mecanismo essencial de
resisténcia. Quando comparada a forma plancténica de crescimento, a presenca da matriz

polimérica proporciona uma defesa a comunidade microbiana contra diversos agentes
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estressantes externos, como condigdes ambientais desfavoraveis, a resposta imunolégica do
hospedeiro e agentes antimicrobianos (Rabin et al., 2015; Pye, 2018).

Nesse contexto, microrganismos comumente isolados de cdes com otite externa como
Staphylococcus do grupo SIG (Palomino-farfan et al., 2021; Naziri; Majlesi, 2023),
Enterococcus spp. (Kwon et al., 2022a), P. mirabilis (Kwon et al., 2022b), E. coli
(Vingopoulou et al., 2018) e P. aeruginosa (Pye et al., 2013, Robinson et al., 2019) possuem
a capacidade de se adaptar a condicdes externas estressantes, em que, decorrente de seus
fatores de viruléncia e pressao seletiva, ocorre a formacéo de biofilmes aderidos a superficie
do canal auditivo da orelha externa de cées (Nuttall, 2016). Em relacdo a ocorréncia de
biofilme na otite externa, as espécies com maior destaque sdo P. aeruginosa, S.
pseudintermedius e S. scheiferi (Pye, 2018; Bajwa, 2019; Naziri; Majlesi, 2023).

Na otite externa, a presenca de infeccdo bacteriana associada a formacao de biofilme
emerge como um dos fatores de persisténcia da inflamacgdo, pois sua presenca desempenha
um papel importante na cronicidade da infeccdo, mesmo apds o tratamento com
antibacterianos (Chan et al., 2019b; Luciani et al., 2023). Sabe-se que a formacéo de biofilme
é clinicamente importante na patogénese da otite externa, uma vez que promove uma menor
permeabilidade e sensibilidade aos agentes antimicrobianos, protegendo as bactérias, devido a
estrutura e composicdo da matriz extracelular polimérica e da expressao de bombas de efluxo
(Tejedor et al., 2003; Pye et al., 2013; Vingopoulou et al., 2018; Robinson et al., 2019).

Além disso, bactérias residentes em biofilme podem estar em estado quiescente,
interferindo na acdo de antibacterianos, que atuam no crescimento ativo e em estruturas
internas da célula bacteriana. Isto resulta em uma reducdo na concentragdo de antimicrobiano
dentro do biofilme e na capacidade de exercer a sua fungdo, contribuindo para o aumento da
pressdo seletiva em bactérias resistentes (Pye et al., 2013; Nuttall, 2016; Chan et al., 2019b).

As infeccBes bacterianas associadas a formacdo de biofilme desempenham um
importante papel na resisténcia antimicrobiana, levando, consequentemente, a falha na
efetividade do tratamento otoldgico (Luciani et al., 2023; Nesse; Osland; Vestby, 2023).
Estudos sugerem que a diferenca na expressdo génica de células planctonicas e sésseis
associada a matriz extracelular do biofilme promove protecdo das bactérias, diminuindo a
susceptibilidade as drogas (Olson et al., 2002; Rabin et al., 2015). Nesse contexto, estima-se
que a concentracdo de compostos antimicrobianos contra biofilmes possa ser de 100 a 1000

vezes maior quando comparado a forma planctonica (Ceri et al., 1999; Olson et al., 2002).
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2.7. Terapias alternativas no tratamento da otite externa canina

Recentemente, a salde Unica vem demonstrando interesse no estudo de cepas de P.
aeruginosa, Proteus spp. e Staphylococcus spp. com padrdo de resisténcia a diferentes
solucBes otoldgicas disponiveis no mercado, para o tratamento da otite externa canina
(Marco-Fuertes et al., 2022). Sabe-se que 0 aumento dos relatos de transmissao interespécie
de isolados bacterianos multirresistentes entre animais de companhia e seres humanos vem
sendo reportado (Lozano et al., 2017; Fernandes et al., 2018).

Nesse contexto, diversas abordagens terapéuticas com agentes antimicrobianos tépicos
e o0 reposicionamento de compostos utilizados clinicamente para outras finalidades tém sido
propostas para o tratamento de otites recorrentes associadas a mecanismos de resisténcia
antimicrobiana como a formacdo de biofilmes (Pye et al., 2014; Chan et al. 2019b;
Albuquerque et al., 2022). Terapias alternativas estdo sendo testadas de forma isolada ou em
associacOes, a fim de auxiliar o tratamento convencional topico, reduzindo a concentragdo de
antibacterianos ou utilizando farmacos de espectro de a¢do mais restrito (Chan et al., 2019a;
Chan et al., 2020).

Portanto, novos estudos vém sendo encorajados para avaliar a eficacia de compostos
ndo-antibacterianos como substitutos ou adjuvantes do tratamento tépico antimicrobiano e
antibiofilme na otite externa canina. Estudos prévios demonstraram o uso de N-acetilcisteina
(May et al., 2016; Chan et al., 2019a), acido trometamina etilenodiaminotetracético (Tris-
EDTA) (Buckley et al., 2013; Pye et al., 2014; Chan et al., 2019a; Boyd et al., 2019), 6leos
essenciais (Albuquerque et al., 2022; Costa et al., 2022) e 0os compostos ionoforos narasina
(Chan et al., 2018a) e monesina (Chan et al., 2018b). Em outros estudos, foi avaliada a
combinacdo de N-acetilcisteina e Tris-EDTA com outros compostos ndo-antibacterianos
como os ion6foros monensina e narasina (Chan et al., 2020) e Tris- EDTA com o0leos
essenciais (Sim et al., 2019; Song et al., 2020).

Os estudos supracitados evidenciaram inibicdo do crescimento bacteriano na forma
plancténica e reducdo da biomassa de biofilmes maduros de isolados bacterianos comumente
encontrados em cdes com otite externa, como cepas Gram-positivas de S. pseudintermedius e
cepas Gram-negativas de P. aeruginosa, obtendo resultados promissores ao uso de compostos
ndo-antibacterianos convencionais (Chan et al., 2018a; Chan et al., 2018b; Boyd et al., 2019;
Chan et al., 2019a; Sim et al., 2019; Chan et al., 2020; Albuquerque et al., 2022).

Dentre os compostos mais estudados e utilizados na rotina clinica dermatoldgica, estdo

a N-acetilcisteina e o Tris-EDTA. O primeiro apresenta acdo mucolitica e capacidade
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antimicrobiana e antioxidante (May et al., 2016; Chan et al., 2019a) e o segundo possui agdo
bacteriostatica (Buckley et al., 2013), atraves de sua acdo quelante em cétions de célcio e
magnésio, resultando em danos na membrana externa de bactérias Gram-negativas e,
consequentemente, uma melhor penetracdo dos agentes antibacterianos (Pye et al., 2014;
Chan et al., 2019a; Boyd et al., 2019; Song et al., 2020).

Outras alternativas ndo-medicamentosas também vém sendo pesquisadas, incluindo
terapia fotodindmica com porfirina catidnica, com bons resultados para bactérias Gram
negativas (Seeger et al., 2020). Portanto, a utilizacdo de drogas que ndo estdo associadas a
resisténcia bacteriana e que contribuem para a inibicéo de biofilmes bacterianos e da atividade
de bombas de efluxo parece ser uma estratégia terapéutica eficaz para o tratamento de otites

recorrentes em caes.

2.8. Inibidores de bomba de efluxo e a formacéo de biofilmes

Embora os antibacterianos sejam fundamentais para o tratamento de diversas
infeccdes, tem-se observado um aumento na resisténcia a esses agentes, tornando necessario o
desenvolvimento de novos antimicrobianos ou abordagens terapéuticas inovadoras para lidar
com tais infecgdes (Dastidar et al., 2013; Sidrim et al., 2017). Diversas alternativas tém sido
investigadas com o propoésito de buscar novos adjuvantes terapéuticos, incluindo substancias
naturais, biomoléculas e o reposicionamento de compostos utilizados clinicamente para outras
finalidades, que possuem atividade antimicrobiana ou capacidade de modular o biofilme,
interferindo no quorum sensing ou inibindo bombas de efluxo (Castelo-Branco et al., 2016;
Alteriis et al., 2018).

A multirresisténcia a antimicrobianos pode surgir devido a uma variedade de fatores,
incluindo resisténcias intrinsecas, mutacdes, transferéncia de material genético entre células
bacterianas e elementos genéticos extracromossdmicos méveis como plasmideos e integrons,
0s quais codificam a resisténcia contra diferentes agentes antimicrobianos. Sabe-se que as
bombas de efluxo, proteinas transmembranares importantes para 0s microrganismos, podem
ser codificadas por genes, residentes tanto no cromossomo bacteriano quanto em plasmideos
(Li; Plésiat; Nikaido, 2015; Zgurskaya et al., 2021).

As bombas de efluxo exercem variadas fungdes como excre¢ao de moléculas Ai’s,
responsaveis pelo quorum sensing na formacdo e maturagdo de biofilmes, e extrusdo de
compostos quimicos nocivos aos microrganismos, como antimicrobianos e toxinas, além de

ajudarem no transporte de nutrientes e metabolitos, essenciais para a homeostase bacteriana
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(Nikaido; Takatsuka, 2009; Gholami et al., 2015). Nesse contexto, a inibi¢cdo dessas bombas
de efluxo promove uma quebra na sinalizagdo do quorum sensing, permitindo uma melhor
acao antimicrobiana (Andersen et al., 2015).

Os inibidores de bombas de efluxo, como prometazina e clorpromazina, tém sido
objetos de estudo para o desenvolvimento de abordagens contra infeccGes bacterianas,
especialmente quando relacionadas a formagdo de biofilmes. A eficacia antimicrobiana é
aumentada quando esses compostos, que sdo capazes de interromper a atividade das proteinas
transmembranares, sdo combinados com antimicrobianos convencionais, visando
potencializar seu efeito ou prevenir a formacgéo de biofilmes (Sidrim et al., 2019; Guedes et
al., 2023b). Assim, a pesquisa de novas substancias capazes de interferir nesses mecanismos
pode representar uma estratégia promissora para combater infeccdes persistentes ou causadas
por bactérias multirresistentes, sem exercer pressdo seletiva, uma vez que ndo atuam nos

mesmos alvos dos farmacos convencionais (LU et al., 2023).

2.8.1. Prometazina

A prometazina é um farmaco pertencente a classe das fenotiazinas com nome quimico
((RS)-N,N-dimetil-1-(10H-fenotiazina-10-il)propan-2-amina  cloridrato) (Figura 6). A
prometazina € clinicamente usada como anti-histaminico, anti-emético e sedativo, que se liga
aos receptores de histamina e dopamina, atuando como antagonista dos receptores H1 de
histamina. Além disso, impede a acdo desse mediador pro-inflamatério na célula e,
consequentemente, blogueia o0 aumento da permeabilidade vascular, a formagéo de edema e a
exacerbacdo do prurido em processos alérgicos (Chan et al., 2007; Cantisani et al., 2013).

Nesse contexto, estudos anteriores descreveram o papel dos processos alérgicos no
desenvolvimento da otite externa, sendo destacada a importancia da terapia anti-inflamatéria
combinado ao controle das infecgdes secundarias para alcangar o sucesso terapéutico e evitar
a recorréncia e cronicidade das otites (Saridomichelakis et al., 2007; Nuttall, 2016; Paterson,
2016; Paterson; Matyskiewicz, 2018).

Os medicamentos fenotiazinicos, como prometazina e clorpromazina, exibem
propriedades antimicrobianas contra o crescimento planctonico de cepas bacterianas Gram-
positivas e Gram-negativas que apresentam resisténcia aos antibacterianos convencionais
(Sidrim et al., 2017; Fiallos et al., 2022; Guedes et al., 2023b). Tal atividade antimicrobiana
da prometazina parece estar associada a capacidade desse composto de inibir a replicacéo

bacteriana por meio de bloqueio da ligacdo do ion célcio a bomba de calcio ATPase na
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membrana plasmatica do microrganismo e através da mudanca de bases de DNA bacteriano
(Lagadinou et al., 2020).

Figura 6. Férmula estrutural da prometazina.

H3C CH3

e B
K H

..,//I////CH3
S

Estudos prévios demonstraram evidéncias, que a prometazina, em concentracoes

Fonte: Cantinasi et al. (2013).

erradicatérias minimas e sub-erradicatérias, possui a capacidade de reduzir a biomassa de
biofilmes maduros de cocos Gram-positivos em casos humanos de endocardite (Guedes et al.,
2023b) e periodontite (Fiallos et al., 2022) e de bacilos Gram-negativos em mieloidose
humana (Sidrim et al., 2017), tornando-os finos e menos robustos. Além disso, foi observado
que este composto consegue penetrar na estrutura dos biofilmes, ocasionando danos as células
gue se encontram protegidas pela matriz extracelular polimérica circundante (Sidrim et al.,
2017).

Para além das funcbes mencionadas anteriormente, a prometazina também é
reconhecida por sua capacidade de inibir o crescimento de biofilmes. Sugere-se que a
fragmentacdo e desorganizacdo do biofilme mediada pela prometazina sejam multifatoriais, o
qgue possa inibir a liberacdo de moléculas envolvidas na deteccdo de quorum sensing,
comprometendo a dindmica do crescimento e manutencdo do biofilme (Amaral et al., 2014;
Sun et al., 2014; Yamasaki et al., 2015).

Além disso, a prometazina é capaz de potencializar a eficacia de antibacterianos que
anteriormente eram ineficazes contra biofilmes. Esta atividade € atribuida a capacidade desse
farmaco de inibir as bombas de efluxo, as quais desempenham um papel crucial na
manutencdo dos biofilmes maduros, levando ao aumento da resisténcia antimicrobiana,
através da expulsdo do farmaco do ambiente intracelular, diminuindo sua eficacia (Yamasaki
etal., 2015).



49

Devido ao aumento progressivo da resisténcia bacteriana aos antibacterianos e
considerando a complexidade do tratamento de infecgOes associadas a biofilmes bacterianos,
surge uma demanda por alternativas para combate de infeccdes. Nesse contexto, o uso de
compostos que ndo tenham sido associados ao aumento da resisténcia bacteriana e que
contribuam para a modulagédo de biofilmes bacterianos, como a prometazina, pode ser uma

estratégia eficaz para o tratamento de otites recorrentes em cées.



50

3. HIPOTESES

1. Antibacterianos utilizados em formulag¢fes otoldgicas comerciais demonstram atividade
inibitéria in vitro contra biofilmes maduros de cepas de Staphylococcus intermedius,
Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis isoladas de cdes com otite externa.

2. A prometazina tem acdo antimicrobiana contra a forma planctonica de cepas de
Staphylococcus spp., P. aeruginosa, P. mirabilis e Escherichia coli oriundas de cées com otite
externa.

3. A prometazina inibe a formacao de biofilmes e reduz a biomassa de biofilmes maduros de
cepas de Staphylococcus spp., P. aeruginosa, P. mirabilis e E. coli isoladas de cdes com otite
externa recorrente.

4. A prometazina altera a espessura e a coesdo dos biofilmes maduros de cepas de

Staphylococcus spp., P. aeruginosa e P. mirabilis oriundos de cées com otite externa.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo Geral

Realizar um levantamento clinico, epidemioldgico e bacteriolégico de cées com otite
externa recorrente e avaliar o efeito in vitro da prometazina sobre biofilmes de bactérias

oriundas de quadros de otites caninas.

4.2. Objetivos Especificos

1. Descrever as caracteristicas clinico-epidemioldgicas e o perfil de sensibilidade
antimicrobiana dos isolados bacterianos associados a otite externa recorrente em cées;

2. Avaliar in vitro a capacidade de formacdo de biofilme pelos isolados de Staphylococcus
spp., Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis e Escherichia coli
de cées com otite externa;

3. Determinar a sensibilidade in vitro na forma plancténica e de biofilme maduro de
Staphylococcus intermedius, P. aeruginosa e P. mirabilis isolados de cées com otite externa
aos antibacterianos enrofloxacina e gentamicina;

4. Determinar a sensibilidade in vitro na forma plancténica e de biofilme maduro de S.
intermedius, P. aeruginosa e P. mirabilis obtidos de cdes com otite externa as formulagdes
otoldgicas comerciais;

5. Avaliar o efeito in vitro da prometazina sobre a forma plancténica de cepas de
Staphylococcus spp., E. faecalis, P. aeruginosa, P. mirabilis e E. coli obtidos de cdes com
otite externa;

6. Avaliar o efeito in vitro da prometazina sobre a formacdo de biofilmes e a biomassa de
biofilmes maduros, por um periodo de 48 horas, de cepas de Staphylococcus spp., E. faecalis,
P. aeruginosa, P. mirabilis e E. coli isoladas de cdes com otite externa;

7. Avaliar o efeito in vitro da prometazina sobre a dindmica da formagéo do biofilme, ao
longo de um periodo de 120 horas, de cepas de S. intermedius, S. schleiferi, P. mirabilis e P.
aeruginosa, oriundos de cées com otite externa;

8. Analisar a capacidade da prometazina de alterar a espessura e a coesdo de biofilmes
maduros e em crescimento de isolados de S. intermedius, P. mirabilis e P. aeruginosa

oriundos de cdes com otite externa, através de microscopia confocal.
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5. METODOLOGIA
5.1. Local de estudo

Os animais foram oriundos do atendimento veterindrio dermatoldgico de clinicas
particulares na cidade de Fortaleza, Ceard, Brasil. A pesquisa com as amostras coletadas foi
executada no laboratério de bacteriologia - Grupo Aplicado em Microbiologia Médica
(GrAMM) da Universidade Federal do Ceard. Um fluxograma foi criado com as etapas dos

experimentos, para melhor compreensdo da metodologia aplicada a pesquisa (Figura 7).

Figura 7. Fluxograma utilizado na metodologia do estudo.
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biofilme sobre a CIM ¢ CEMB

formagao de
biofilme por

— 120h
Determinacio da
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|:| Staphylococcus spp. (n=22); E. faecalis (n=3); P. aeruginosa (n=12); P. mirabilis (n=12) e E. coli (n=3)
|:| 3 isolados de cada espécie: S. intermedius, S. schleiferi, P. aeruginosa e P. mirabilis

|:| 12 isolados de cada espécie: S. intermedius, P. aeruginosa e P. mirabilis

CIM — Concentragdo Inibitéria Minima; CEMB - Concentracdo Eliminatéria Minima em Biofilme; ENR —
Enrofloxacina; GEN — Gentamicina; FO — Formulagdes otoldgicas; PMZ — Prometazina; OT BL - Otite
Bilateral; OT UM — Otite Unilateral.

* Acdo da PMZ sobre biofilmes maduros e em formacao por 48 horas.
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5.2. Animais e avaliacao clinica da orelha externa

Foram incluidos 70 cédes de diferentes idades, sexo e raca com sinais clinicos e
citoldgicos de otite unilateral (n=20) e bilateral (n=50). Em todos os casos, a otite externa foi
confirmada por exames de otoscopia e citologia. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara (n°4367300919). Foi obtido
um consentimento escrito dos tutores dos caes, antes da coleta de amostras para o estudo.

Assim, no inicio, as orelhas de todos os cdes foram examinadas com auxilio de um
otoscépio pelo mesmo médico veterinario. Além disso, um indice de escores de otite (OTIS-
3) foi aplicado para avaliar a severidade dos sinais clinicos, em relagdo aos parametros de: 1)
eritema, 2) hiperplasia glandular, 3) erosdo/ulceracdo e 4) presenca de secre¢do ceruminosa
ou exsudativa purulenta nos canais vertical e horizontal (Nuttall; Bensignor, 2014). Quanto a
avaliacdo macroscopica de biofilme nas orelhas, foi descrita como uma secre¢do viscosa,
densa, marrom escura ou preta (Nuttall, 2016) e classificada como presente ou ausente.

Cada parametro foi pontuado em uma escala de 0 a 3, obtendo uma pontuacdo maxima
final de 12, através da soma dos indices clinicos. A pontuacdo da escala seguiu 0s seguintes

critérios, representado na Tabela 1.

Tabela 1. Descricdo do grau de severidade dos escores clinicos usados no estudo.

Escore Descricéo
0 nenhum grau de severidade
1 grau de severidade leve
2 grau de severidade moderado
3 grau de severidade grave

Fonte: Adaptado de Nuttall e Bensignor (2014).

Como critérios de incluséo, os cées inscritos no estudo deveriam apresentar histdorico
e, pelo menos, um dos sinais clinicos de otite externa como eritema no pavilhdo auricular e
canal auditivo externo, prurido e/ou dor a palpagdo da orelha, meneios cefélicos, secrecdo e
mal odor auricular e descamacdo epitelial. Devido ao tempo de evolucdo da otite, cdes
tratados por uma ou duas semanas, antes do inicio do estudo, mas sem melhora clinica e

citologica, foram incluidos (Leonard et al., 2022).
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Todos os animais apresentavam otite externa de repeticdo com infecgdo bacteriana
recorrente associada ao diagndéstico de dermatite atdpica canina, obtido através do historico,
sinais clinicos e exclusdo de outras condi¢cdes de prurido (dermatite alérgica a picada de
ectoparasitas, reacdo cutanea adversa ao alimento, sarna sarcoptica, demodécica, piodermites
e/ou micoses), baseado em critérios publicados anteriormente (Favrot et al., 2010).

Quanto aos critérios de exclusdo, cdes que receberam tratamentos otoldgicos com
solugdes auriculares de limpeza ou compostas por antibacterianos, antifingicos e anti-
inflamatdrios esteroidais topicos, em um periodo de 7 a 10 dias antes da inclusdo no estudo,
com melhora do quadro clinico, foram excluidos. Ademais, cdes que receberam terapias com
antibacteriano, antifungico ou anti-inflamatdrio esteroidal (corticoide) sistémico, nos Gltimos
14 dias, ou corticoide de deposito, nos Gltimos 60 dias, também foram excluidos da pesquisa
(De Martino et al., 2016; Luciani et al., 2023).

Em relacdo a classificagdo da otite externa, foi realizada a divisdo em eritemato-
ceruminosa e supurativa. A otite eritemato-ceruminosa foi caracterizada como um quadro
clinico com presenca de eritema, edema, prurido, secrecdo seborreica e/ou ceruminosa e
evidéncia de infeccdo bacteriana e/ou fungica na citologia, enquanto a otite supurativa foi
definida pela presenca de eritema, ulceracdo e exsudato purulento, além da evidéncia de
neutrofilos e infeccdo bacteriana na citologia, como descrito previamente por Nuttall (2016).

5.3. Avaliacdao citoldgica

Foram coletados dois swabs de ambas as orelhas, sendo um deles destinado a citologia
e 0 outro a investigacdo microbioldgica. A citologia foi realizada através da coleta do material
de secrecdo/exsudato otolégico com auxilio de swabs estéreis de algoddo seco do canal
vertical da orelha externa até a juncdo com o canal horizontal. O conteddo do swab foi
depositado em uma lamina de vidro em movimentos circulares e continuos (Budach; Mueller,
2012).

O esfregacgo obtido na 1amina foi corado pela colora¢do de Wright-Giemsa modificada
para avaliacdo citoldgica, que foi efetuada pelo mesmo médico veterinario para todas as
amostras. Foram inspecionados 10 campos microscopicos de cada lamina com uma ampliacao
de 1000 vezes, de acordo com a metodologia descrita por Lecru et al. (2022) e Moog et al.
(2022). Quanto a avaliagdo microscopica de biofilme, foi definido como um material
semelhante a um véu de espessura variavel que pode esconder células e bactérias (Nuttall,

2016), sendo classificado como presente ou ausente. Uma escala semi-quantitativa de escores
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de 0-4 foi usada para a descricdo dos parametros citologicos de neutrdfilos, leveduras e
morfologia bacteriana (cocos e/ou bastdes). Os escores da escala seguiram 0s seguintes

critérios, representados na Tabela 2.

Tabela 2. Classificacdo da escala semi-quantitativa de escores para descricao citoldgica.

Escore Descricéo

0 auséncia de um ou mais parametros citol6gicos nos campos
microscopicos avaliados

1 ocasional presenca (raros microrganismos e neutréfilos em um ou
mais campos avaliados), mas observado com atencéo e cuidado;

2 presenca em menor numero de microrganismos e neutrofilos por
campo (<5/campo) e detectado rapidamente sem dificuldade

3 presenca em maior nimero de microrganismos e neutréfilos por
campo (entre 5 e 50/campo) e visivel sem dificuldade

4 presenca macica de microrganismos e neutrofilos por campo
(>50/campo) e identificados rapidamente

Fonte: Adaptado de Budach e Mueller (2012).

5.4. Isolamento bacteriano e teste de sensibilidade antimicrobiana

Todos os isolados estudados foram obtidos através da coleta de material de secrecao
da orelha externa de cdes com quadro clinico de otite eritemato-ceruminosa ou supurativa
com infeccdo bacteriana recorrente. Ao todo, foram obtidos 120 swabs para processamento
microbioldgico de 50 cées com otite bilateral e de 20 caes com otite unilateral.

Os swabs foram transportados em meio Aimes para o Laboratério de Bacteriologia da
Universidade Federal do Ceara, posteriormente, cultivados em agar Columbia com 5% de
sangue de cavalo e 4gar MacConkey e incubados a 37 °C, durante 24 horas (Rocha et al.,
2022). Em seguida, as bacterias isoladas foram processadas e identificadas quanto a espécie e
sensibilidade antimicrobiana por métodos automatizados, utilizando o equipamento
Walkaway® (Beckman Coulter). Um isolado foi considerado multidroga resistente (MDR),
quando foi demonstrada resisténcia a pelo menos um agente antibacteriano em trés ou mais
classes de antimicrobianos (Magiorakos et al., 2012).

Os isolados do tipo cocos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos foram testados
para 0s seguintes antibacterianos em comum: amoxicilina-sulbactam (AMO/SUL), ampicilina

(AMP), amoxicilina-clavulanato (AMC), ceftriaxona (CAX), eritromicina (ERI), gentamicina
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(GEN), levofloxacina (LVX), ciprofloxacina (CIP), trimetropim-sulfametoxazol (SXT),
tetraciclina (TE).

Considerando o painel de sensibilidade antimicrobiana para bactérias do tipo cocos
Gram-positivos, foram acrescentados os antibacterianos: penicilina (PEN), oxacilina (OXA) e
clindamicina (CDM). Para as bactérias do tipo bacilos Gram-negativos foram adicionados 0s
antibacterianos: piperacilina-tazobactam (PRL/TAZ), piperacilina (PRL), cefepima (FEP),
aztreonam (AZT), ertapenem (ETP), imipenem (IPM), meropenem (MEM), fosfomicina
(FOS) e tobramicina (TOB).

As concentracdes inibitorias minimas dos antibacterianos (CIMs) foram determinadas
com base nas diretrizes do documento M100-S32 do Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2022). Para as bactérias em forma de bacilos Gram-positivos, ndo foi realizado o teste
de sensibilidade antimicrobiana, pois ndo ha informac@es suficientes descritas na literatura

sobre o ponto de corte clinico.

5.5. Avaliacdo in vitro da capacidade de formacao de biofilme pelos isolados bacterianos

Para esta etapa, foram selecionados 52 isolados bacterianos, baseado nas
caracteristicas de sensibilidade antimicrobiana, determinada de acordo com o documento
M100-S32 (CLSI, 2022), e na frequéncia das espécies bacterianas mais comuns associadas a
patogénese da otite externa canina. As cepas escolhidas foram S. intermedius (n=12), S.
schleiferi (n=3), Staphylococcus hominis (n=2), Staphylococcus epidermidis (n=1), S. aureus
(n=1), Staphylococcus capitis (n=1), Staphylococcus cohnii (n=1), Staphylococcus auricularis
(n=1), E. faecalis (n=3), P. mirabilis (n=12), P. aeruginosa (n=12) e E. coli (n=3).

Os isolados selecionados (n=52) foram avaliados quanto a capacidade de formacéo de
biofilmes, utilizando o protocolo modificado de Rocha et al. (2022). Para tal experimento, foi
utilizada uma placa de 96 pocos de microtitulacdo de fundo chato. Um inéculo bacteriano (25
ul) foi adicionado a solu¢dao de 175 uL de caldo tripticase de soja (TSB) enriquecido com
glicose a 1% para as bactérias Gram-positivas e caldo infusdo de cérebro e coracdo (BHI) com
1% de glicose para bactérias Gram-negativas, em uma proporcao de 7:1 (1,7x10” UFC/mL).

Posteriormente a inoculacéo, as placas foram incubadas em estufas bacterioldgicas por
48 horas a 37° C. Ao experimento, foram incluidos pogos com auséncia de in6culos como
controle de esterilidade e pogos com a presenga do meio e do indculo, como controle de
crescimento com as cepas de referéncia S. aureus ATCC® 29213, E. coli ATCC® 25922 ¢ P.

aeruginosa ATCC® 27853. Decorrido o tempo de incubacéo, as placas foram lavadas com
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solucdo salina 0,9% estéril, coradas com técnica por cristal violeta e analisadas no
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 490nm (DOag) para avaliagdo da densidade
Optica e, consequentemente, a determinacdo da biomassa dos biofilmes (Guedes et al., 2023a).

O ponto de corte (DOc) para formador de biofilme foi calculado como a média da
DOago do controle de esterilidade acrescida de 3x o desvio padrdo. Assim, as bactérias foram
classificadas em quatro categorias: ndo formadoras de biofilme (DOuag < DOc), fracas
formadoras de biofilme (DOc < DQOago < 2x DOc), moderadas formadoras de biofilme (2%
DOc < DOu4go < 4x DOc) e fortes formadoras de biofilme (DOago > 4x DOC).

5.6. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) plancténica de
prometazina, agentes antibacterianos e formulagfes otologicas comerciais contra o0s

isolados bacterianos de caes com otite externa.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) do inibidor de bomba de efluxo prometazina
(PMZ) (Cristalia, Brasil) foi determinada para todos os 52 isolados, segundo as
recomendacdes do documento M100-S32 do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI,
2022), pelo método de microdilui¢cdo em caldo MH, utilizando placas de microtitulacdo de 96
pocos de fundo em U.

Inicialmente, os isolados bacterianos foram previamente semeados em placas de agar
BHI e incubados em estufa bacterioldgica por 24 horas a 37° C. Ap6s o tempo de incubacao,
os indculos foram preparados na escala de 0,5 McFarland, que corresponde a 1,5x108
UFC/mL, sendo, posteriormente, diluidos em caldo Mueller Hinton (MH) até alcancarem a
concentracgdo de 5x10° UFC/mL. A prometazina foi testada em 10 concentracOes crescentes,
no intervalo de 12,2 — 6.250 pg/mL (Sidrim et al., 2017).

Todas as placas de microtitulacdo foram incubadas em temperatura de 37 °C, por 24
horas para, em seguida, ser realizada leitura de forma visual, para determinar a CIM, definida
como a menor concentracdo de prometazina capaz de inibir 100% do crescimento bacteriano
(Sidrim et al., 2017). Pocos livres de indculo bacteriano foram incluidos como controle de
esterilidade e pogos com a presenca somente do meio e inoculo foram utilizados como
controle de crescimento. Cepas de referéncia S. aureus ATCC® 29213, E. coli (ATCC 25922)
e P. aeruginosa ATCC® 27853 foram incluidas para controle e validacdo dos testes.

A Figura 8 ilustra o esquema de preparo da placa. Para o ensaio, foram adicionados
100 pL de caldo MH em todos 0s pocos para o teste de sensibilidade com as bactérias. Em

sequida, foram adicionados mais 100 puL do composto e/ou antimicrobianos somente na
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primeira coluna das respectivas placas. Apds isso, foi feita a diluicdo seriada iniciando na
coluna 1, em que foram homogeneizados e retirados 100 pL dos pogos e adicionados nos
pocos da coluna 2, onde repetiu-se a homogeneizacéo e retirado 100 pL para adi¢cdo nos pogos
da coluna 3 e, assim, sucessivamente, até a coluna 10. Finalizada essa etapa, foram retirados
100 pL da coluna 10 e transferidos para a coluna 12, que foi utilizada como controle de
esterilidade. Os pocos da coluna 11 foram utilizados como controle de crescimento do ensaio.
Apbs a diluicdo dos compostos nas placas, 100uL dos indculos preparados anteriormente

foram adicionados a cada poco, iniciando na coluna 1 até a coluna 11.

Figura 8. Desenho esquemaético para o teste de sensibilidade baseado no protocolo M100,
CLSI (2022).
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Fonte: Adaptado de Amando (2023).

Para determinar a CIM dos agentes antibacterianos enrofloxacina (ENR), gentamicina
(GEN), formulagéo otoldgica comercial com enrofloxacina e formulagdo otoldgica comercial
com gentamicina, foram utilizados 36 isolados do total de 52 cepas selecionadas
anteriormente. As cepas escolhidas foram S. intermedius (n=12), P. aeruginosa (n=12) e P.
mirabilis (n=12), baseado na sensibilidade antimicrobiana, na capacidade de formacdo de

biofilme e na representatividade das cepas envolvidas na patogénese da otite externa.
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A formulacdo otolégica com enrofloxacina é composta por 5.000 ug/mL de
enrofloxacina; 10.000 pg/mL de sulfadiazina de prata; 2.000 pg/mL de acetato de
hidrocortisona e 1.250 ug/mL de succinato sodico de hidrocortisona. A formulacgdo otoldgica
com gentamicina é composta por 3.000 pg/mL de gentamicina; 40.000 pg/mL de tiabendazol;
950 pug/mL de betametasona e 20.000 pg/mL de cloridrato de lidocaina.

O teste de sensibilidade foi realizado, segundo as recomendac¢Ges do documento
M100-S32 do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2022), pelo método de
microdiluicdo em caldo MH, utilizando placas de microtitulacdo de 96 pocos de fundo em U,
semelhante ao protocolo descrito para prometazina. As drogas foram diluidas em caldo MH e
testadas nos seguintes intervalos de concentragdo: 0,03-16 pug/mL para ENR e formulagdes

otolégicas com enrofloxacina e gentamicina e 0,125-64 pg/mL para GEN.

5.7. Determinacdo da Concentracdo de Erradicagdo Minima de Biofilme (CEMB) e
avaliacdo do efeito da prometazina, agentes antibacterianos e formulacGes otoldgicas

comerciais sobre biofilmes maduros.

Para avaliar o efeito da prometazina na viabilidade e biomassa de biofilmes maduros
dos 52 isolados, a producdo de biofilme foi inicialmente induzida. Os isolados foram
semeados em placas de agar BHI e incubados em estufa bacterioldgica a 37° C, durante 24
horas. Apds o periodo de incubacdo, foram preparados inoculos bacterianos com uma
turvacdo de 0,5 na escala de McFarland, correspondendo a 1,5x108 UFC/mL.

Em seguida, foram utilizadas placas de microtitulacdo de fundo chato de 96 pogos,
com um volume total de 200 uL por poco, composto por 175 pL de meio de cultura e 25 pL
de indculo bacteriano, em uma propor¢do de 7:1 (1,7x10" UFC/mL). O caldo TSB
suplementado com 1% de glicose ou o caldo BHI com 1% de glicose foram utilizados para as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente.

Apos a inoculagdo, as placas de microtitulagdo foram incubadas a 37°C, durante 48
horas. Apds as 48 horas de crescimento do biofilme, os pogos foram lavados com 200 pL de
solucdo salina estéril a 0,9% para remover as células ndo-aderentes. Os biofilmes maduros
foram expostos a 10 diluicbes em série (12,2 - 6.250 ug/mL) de prometazina em meio de
cultura enriquecido com glicose a 1%. Posteriormente, as placas de microtitulagdo foram
incubadas novamente em estufa bacteriol6gica a 37° C, por mais 24 horas.

Ap0s o periodo de incubagdo, 20 pL de resazurina, um marcador colorimétrico do

metabolismo do biofilme, foram adicionados a cada poco da placa de 96 pogos durante 40
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minutos. Apos este tempo, as placas foram lidas visualmente para determinar a CEMB,
definida como a menor concentragdo capaz de interromper visualmente a atividade metabolica
do biofilme (Sidrim et al., 2017).

Posteriormente, a biomassa foi quantificada pela técnica de coloracdo com cristal
violeta, seguida de leituras espectrofotométricas a 490 nm (DOago) (Guedes et al., 2023a) para
avaliar o efeito da prometazina na biomassa de biofilmes maduros. Os pogcos sem farmaco
foram utilizados como controle de crescimento e 0s pocos contendo apenas meio de cultura
foram incluidos como controle de esterilidade. Cepas de referéncia S. aureus ATCC® 29213,
E. coli (ATCC 25922) e P. aeruginosa ATCC® 27853 foram incluidas para controle e
validacao dos testes.

Para determinar o efeito dos agentes antibacterianos ENR e GEN e das formulagdes
otologicas comerciais contendo enrofloxacina ou gentamicina na viabilidade dos biofilmes
maduros dos 36 isolados (12 isolados de cada espécie: S intermedius, P. aeruginosa e P.
mirabilis), foi utilizado o mesmo protocolo descrito para prometazina, em placas de 96 pogos
de fundo chato, sendo incubados a 37 °C por 48 horas, na auséncia de drogas.

Apds as 48 horas de crescimento, os biofilmes maduros foram expostos a 10 diluicdes
em série com os intervalos de concentracdo de 0,25-128 ug/mL para ENR e GEN e 0,125-64
pug/mL para formulacBes otoldgicas contendo enrofloxacina ou gentamicina em meio de
cultura enriquecido com glicose a 1%. Posteriormente, as placas foram incubadas novamente
em estufa bacterioldgica por mais 24 horas a 37°C.

Decorrido o periodo de incubagdo, foram adicionados 20 puL do corante resazurina a
cada poco da placa de 96 pocos para avaliacdo da atividade metabdlica dos biofilmes maduros
e determinacdo da CEMB (Sidrim et al., 2017). Posteriormente, a biomassa foi quantificada
pela técnica de coloracdo com cristal violeta, seguida de leituras espectrofotométricas a 490
nm (DOago) (Guedes et al., 2023a).

5.8. Avaliacdo do efeito da prometazina sobre a formacédo do biofilme pelos isolados

bacterianos.

Para avaliar o efeito da prometazina no crescimento do biofilme para todos os 52
isolados do estudo, o crescimento do biofilme foi induzido em placas de microtitulacdo de
fundo plano de 96 pogos, contendo caldo TSB-1% de glicose para bactérias Gram-positivas
ou BHI-1% de glicose para bactérias Gram-negativas e inoculos bacterianos com uma

turvacdo de 0,5 na escala de McFarland, conforme descrito na secgdo anterior (Guedes et al.,
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2023a). Para avaliar o efeito da prometazina no crescimento do biofilme, o farmaco foi
adicionado ao meio de cultura no momento da indugdo da formacdo do biofilme, em
concentracdes correspondentes a CIM, CIM/2 e CIM/8 contra cada isolado. Apos este passo,
as placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37°C, durante 48 horas.

Posteriormente, a biomassa do biofilme foi quantificada pela técnica de coloracdo com
cristal violeta, seguida de leituras espectrofotométricas a 490 nm (DOago) (Guedes et al.,
2023a). Os pocos sem farmacos foram utilizados como controle de crescimento e 0S pogos
contendo apenas meio de cultura foram incluidos como controle de esterilidade. As estirpes
de referéncia S. aureus ATCC 29213 e P. aeruginosa ATCC 27853 foram incluidas como
controles para a formagédo de biofilme. Os testes foram efetuados em triplicado para cada
estirpe. Os resultados obtidos para a biomassa de biofilme formada na presenca de
prometazina foram comparados com os obtidos para o controle do crescimento do biofilme.

Apo6s esta analise inicial, foi avaliado o efeito da prometazina na formagdo e
manutencdo do biofilme bacteriano por até 120 horas, a fim de investigar seu potencial como
estratégia para prevenir a formacdo de biofilme por bactérias recuperadas da otite externa
canina. Para esta etapa da investigacdo, foram selecionadas trés cepas bacterianas de S.
intermedius, S. schleiferi, P. mirabilis e P. aeruginosa.

A formagéo de biofilme foi induzida conforme descrito anteriormente. As placas de
microtitulacdo de 96 pocos de fundo plano foram incubadas a 37 °C até 120 h, tendo sido
efetuadas leituras as 48, 72, 96 e 120 h de incubacdo. Em cada ponto de leitura, o meio de
cultura para o crescimento do biofilme foi substituido por um meio fresco contendo
prometazina nas concentracdes testadas (CIM, CIM/2 e CIM/8), para 0s pocgos de teste, e
apenas o0 meio de cultura foi adicionado aos pocos de controle de crescimento sem farmacos.

Em cada ponto de leitura, a biomassa para esse intervalo de tempo foi quantificada
com cristal violeta, seguida de leituras espectrofotométricas a 490 nm (DQOag) (Guedes et al.,
2023a). Os testes foram efetuados em triplicata para cada cepa. Os pocos sem farmacos foram
utilizados como controle de crescimento e 0s pogos que continham apenas meio de cultura

foram incluidos como controle de esterilidade.

5.9. Microscopia confocal a laser (CLSM) de biofilmes maduros e em crescimento de S.

intermedius, P. aeruginosa e P. mirabilis.

Um isolado representativo de S. intermedius, P. aeruginosa e P. mirabilis com boa

capacidade de formacdo de biofilme foi incluido nesta etapa da pesquisa. Os biofilmes
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maduros e em crescimento expostos a prometazina foram analisados por microscopia confocal
para avaliar a arquitetura e a viabilidade do biofilme. Para tal, a formacgdo de biofilme foi
induzida em placas de poliestireno de fundo plano de 24 pocos, com um volume total de 1000
pL, e uma ldmina de vidro de 1,3 cm de didmetro foi colocada no fundo de cada poco.

Os inbculos bacterianos foram preparados como descrito na se¢do anterior, a uma
concentragéo de 1,5x10® UFC/mL, e adicionados aos pogos das placas de 24 pogos, contendo
a relacdo meio de cultura:indculo bacteriano de 7:1, ou seja, 875 pL de meio de cultura e 125
pL de indculo bacteriano. Foi utilizado caldo TSB suplementado com 1% de glicose ou caldo
BHI com 1% de glicose para as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, respectivamente.
Apos a inoculacdo, as placas foram incubadas a 37°C, durante 48 horas. Para a avaliacdo de
biofilmes maduros, a prometazina, na concentracdo referente a CEMB contra cada isolado, foi
adicionado apds 48 horas de crescimento do biofilme e os biofilmes foram incubados por 24
horas.

Para a avaliacdo dos biofilmes em crescimento, a prometazina foi adicionada ao meio
de cultura, na concentracdo correspondente a CIM obtida contra cada isolado, no momento
em que a formacdo do biofilme foi induzida e incubada por 48 horas. Ap6s o periodo de
incubacgéo, 0 meio de cultura foi removido, os pogos foram lavados com solugéo salina 0,9%
estéril e as laminas de vidro foram transferidas para placas de Petri com fundo de vidro
contendo 50 pL de FilmTracer LIVE/DEAD Biofilm Viability™, que contém SYTO9 e
iodeto de propidio.

Em seguida, as laminas de vidro foram avaliadas em um microscépio confocal Nikon
C2 a 488 nm para a deteccdo de SYTO9, que identifica células vivas, e a 561 nm, para a
deteccdo de iodeto de propidio, que identifica células mortas ou danificadas. Foram obtidas
imagens tridimensionais (Z-stack) de 10 campos/lamina de vidro com a cdmera Nikon Eclipse
Ti® e processadas com o software NIS elements AR®.

As andlises das imagens foram efetuadas com o software COMSTAT2®, associado ao
ImageJ 1.5i. Foi utilizado o filtro para células vivas, coradas com SYTQ9, para calcular a
biomassa (um3/um2), a espessura maxima, a espessura média de toda a area (um), a
espessura média da biomassa (um), o coeficiente de rugosidade e o racio superficie/volume
(um2/um3) (Guedes et al., 2023a).
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5.10. Anélise estatistica

O software utilizado para a andlise estatistica foi o GraphPad Prism 9.0®. Os
resultados encontrados foram submetidos a testes de normalidade. Quando os dados se
apresentaram afastados da distribuicdo gaussiana foi utilizada a analise ndo paramétrica dos
dados. Para avaliar a significancia da associacdo de duas variaveis categoricas qualitativas
entre si ou variavel categorica versus variavel numerica, foi utilizado o teste exato de Fisher,
ou entre duas ou mais categorias, o teste Qui-quadrado.

Para a comparacéo entre a CIM e a CEMB, foi utilizado o Teste de Mann-Whitney. A
distribuicdo normal dos dados de média foi testada com o teste Kolmogorov-Smirnov
(P<0,05). Na avaliacdo dos biofilmes, foram realizados o teste t ndo pareado para dados com
distribuicdo normal ou o teste de Mann-Whitney para dados ndo-paramétricos. As hipdteses

foram testadas com nivel de significancia de 0,1%, 1% e 5%.
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6. RESULTADOS
6.1. Descricao dos animais

Os animais do estudo foram distribuidos quanto as variaveis sexo, raca e idade. De um
total de 70 cdes com otite externa, 34/70 (48,57%) e 36/70 (51,43%) foram fémeas e machos,
respectivamente. Em relacdo a faixa etéria, foi observada maior prevaléncia de cées entre 1 e
5 anos de idade, representando 38/70 (54,3%), seguido de 5 a 10 anos e acima de 10 anos,
demonstrando, respectivamente, 25/70 (35,7%) e 7/70 (10%) dos cées estudados. Quanto ao
padrdo racial, observou-se maior predominancia de cdes sem raca definida (13/70; 18,6%) e
das ragas Shih tzu (10/70; 14,3%), Pug (8/70; 11,4%), Poodle (8/70; 11,4%), Golden
Retriever (5/70; 7,1%) e Bulldog francés (5/70; 7,1%).

6.2. Avaliagdo clinica e citoldgica

A avaliacdo dos escores clinicos e citologicos foi realizada em 120 orelhas de um total
de 20 cées com otite unilateral (20/70; 28,57%) e 50 cdes com otite bilateral (50/70; 71,43%)
(Tabela 3). Os casos de otite bilateral foram significativamente maiores (P<0,01) em
comparacao a otite unilateral. Considerando a classificacdo das otites, foi verificada uma
predominancia significativa de otite eritemato-ceruminosa, representando 100/120 orelhas
(83,33%) dos casos (P<0,0001) comparado a otite supurativa 20/120 orelhas (16,67%).

Para as otites eritemato-ceruminosas, houve maior (P<0,005) ocorréncia de orelhas
com a soma da pontuacdo do indice de escores clinicos igual a 6 na escala de severidade
OTIS-3, representando 65/100 (65%) das ocorréncias deste tipo de otite. Foi atingido o escore
2 (moderado) para os achados clinicos de eritema, hiperplasia glandular e secrecédo
ceruminosa ou seborreica, em todos 0s casos. Quanto a citologia, nas otites eritemato-
ceruminosas, observou-se predominancia de escore 3 (68/100; 68%) para a presenca de cocos
e bacilos e escores variados para a presenca de leveduras. Foi demonstrada uma associacao
positiva entre escore moderado (OTIS-3) para 0 pardmetro de secre¢do ceruminosa ou
seborreica e escores mais elevados (2 e 3) para a presenga de cocos (P<0,0001), leveduras
(P<0,0001) e bacilos (P<0,05). Por outro lado, observou-se uma associagdo negativa entre a
presenca de neutrofilos na citologia e ocorréncia de otites eritemato-ceruminosas (P<0,0001).
Quanto a presenca de biofilmes, 28/100 (28%) das otites eritemato-ceruminosas apresentavam

esse achado na macroscopia e 72/100 (72%), na citologia.
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Considerando as otites supurativas, foi alcangado um escore 3 (severo) para 0S
achados clinicos de eritema, hiperplasia glandular, erosdo/ulceracdo e exsudato purulento,
resultando na pontuacdo maxima final de 12 (P<0,0001), através da soma dos indices clinicos
na escala de severidade OTIS-3, para 100% dos casos (20 orelhas). Quanto a citologia, nas
otites supurativas, observou-se predominancia (85 a 100% das 20 orelhas; P<0,005) de escore
4 para os parametros de cocos, bacilos e neutréfilos. Observou-se uma associa¢do positiva
entre maiores escores de severidade dos parametros clinicos (OTIS-3) e maiores quantidades
de cocos (P<0,0001), bacilos (P<0,05) e neutréfilos (P<0,0001). Por outro lado, ndo foi
observada uma predominéncia de leveduras nas otites supurativas, caracterizando uma
associacao negativa (P<0,005). Quanto a presenca de biofilmes, 13/20 (65%) das otites
supurativas apresentavam esse achado na macroscopia e 19/20 (95%) na citologia.

Comparando os tipos de otites encontrados, observou-se escores mais elevados para o
achado citologico de leveduras nas otites eritemato-ceruminosas, em relacdo as otites
supurativas (P<0,001). Além disso, demonstrou-se escores citolégicos mais elevados (escore
4) para cocos (P<0,005), bacilos (P<0,0001) e neutréfilos (P<0,0001) nas otites supurativas,
obtendo resultados, significativamente, diferentes das otites eritemato-ceruminosas. Quanto a
presenca de biofilme na macroscopia, ndo foram observadas diferencas significativas entre o0s
dois tipos de otite, enquanto houve uma maior presenca de biofilme na citologia nas otites
eritemato-ceruminosas comparado as otites supurativas (P<0,05). Considerando a associacao
entre o biofilme e os parametros citoldgicos, foi verificado que, na presenca dos achados
citoldgicos de cocos (P<0,05), bacilos (P<0,01) e neutréfilo (P<0,005), observou-se maior

presenca de biofilme na macroscopia e na citologia.

6.3. Isolados bacterianos

Um total de 174 bactérias foram isoladas de 120 orelhas, das quais 94/174 (54%) e
22/174 (12,7%) eram cocos e bacilos Gram-positivos, respectivamente, e 58/174 bacilos
Gram-negativos (33,3%), correspondendo a 27 espécies bacterianas distintas, pertencentes aos
géneros Staphylococcus spp.; Streptococcus spp.; Enterococcus spp.; Micrococcus sp.;
Bacillus spp.; Corynebacterium spp.; Proteus spp.; Pseudomonas spp.; Escherichia sp.;
Enterobacter spp.; Citrobacter sp.; Cronobacter sp.; Pantoea spp. e Providencia spp. As
espécies mais prevalentes foram Staphylococcus schleiferi (46/174; 26,44%), seguida por P.
mirabilis (27/174; 15,52%), S. intermedius (25/174; 14,37%) e P. aeruginosa (18/174;
10,34%) (Tabela 4).
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Tabela 4. Distribuicdo de isolados bacterianos e cepas multidroga resistente (MDR) de cées

com otite externa.

Bactérias N° de isolados (%) Cepas MDR? (%)
Staphylococcus schleiferi 46 (26,44) 8 (19)
Proteus mirabilis 27 (15,52) 7(17)
Staphylococcus intermedius 25 (14,37) 16 (38)
Pseudomonas aeruginosa 18 (10,34) -
Bacillus spp 13 (7,47) NT*
Corynebacterium spp 9 (5,17) NT*
Enterococcus faecalis 5 (2,87) 2 (5)
Escherichia coli 3(1,72) 1(2,3)
Staphylococcus hominis 3(1,72) 1(2,3)
Enterobacter cloacae 2 (1,15) 1(2,3)
Micrococcus ssp. 2 (1,15) -
Pseudomonas stutzeri 2 (1,15) -
Staphylococcus auricularis 2 (1,15) 1(2,3)
Staphylococcus cohnii 2 (1,15) -
Staphylococcus epidermidis 2 (1,15) 2 (5)
Staphylococcus saprophyticus 2 (1,15) 1(2,3)
Citrobacter murliniae 1(0,57) -
Cronobacter sakazakii 1(0,57) -
Pantoea agglomerans 1(0,57) -
Providencia stuartii 1(0,57) 1(2,3)
Pseudomonas fluorescens-Pseudomonas putida 1(0,57) -
Pseudomonas luteola 1(0,57) -
Staphylococcus anginosus 1(0,57) -
Staphylococcus aureus 1(0,57) 1(2,3)
Staphylococcus capitis 1(0,57) -
Streptococcus dysgalactiae 1(0,57) -
Streptococcus pyogenes 1(0,57) -
Total 174 (100) 42 (100)

1 MDR: Resisténcia a pelo menos um agente antibacteriano em 3 ou mais classes de antimicrobianos.
* Teste de sensibilidade antimicrobiana ndo foi realizado para bacilos Gram-positivos.

Considerando a frequéncia de isolados por orelha, houve predominancia (P<0,05) de

apenas uma espécie bacteriana (mono-infeccdo), representando 74/120 (61,67%) das orelhas
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estudadas, das quais 39/74 (52,7%) e 35/74 (47,3%) apresentavam somente isolado Gram-
positivo e Gram-negativo, respectivamente. Foi observado 88% (65/74) dos casos de mono-
infeccOes em otites eritemato-ceruminosas. Cepas de S. schleiferi, S. intermedius, P. mirabilis
e P. aeruginosa representaram 19/74 (25,67%), 11/74 (14,86%), 18/74 (24,32%) e 10/74
(13,51%), respectivamente, dos isolados envolvidos em mono-infecgdes.

As demais orelhas 46/120 (38,33%) apresentaram isolamento de duas ou mais espécies
bacterianas (infeccbes mistas), dentre as quais 38/46 (82,6%) foram causadas por dois
isolados e 8/46 (17,4%) por trés isolados bacterianos. Dentre as orelhas com isolamento
somente de bactérias Gram-positivas, foi registrado um total de 24/46 (52,2%) e 4/46 (8,7%)
orelhas com dois e trés isolados, respectivamente. Dentre aquelas das quais foram isoladas
somente bactérias Gram-negativas, foi observado um total de 5/46 (10,9%) orelhas com 2
isolados. A ocorréncia de infecgfes mistas foi maior (P<0,05) nas otites eritemato-
ceruminosas, em relacdo as otites supurativas, principalmente, por associacdo de bactérias
Gram-positivas. Ademais, observou-se a associacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas em 13/46 orelhas (28,2%), sendo oito com otite eritemato-ceruminosa e cinco com
otite supurativa (Tabela 5).

Os isolados bacterianos sempre envolvidos em associagOes (infecges mistas) foram
Corynebacterium sp., Cronobacter sakazakii, Citrobacter murliniae, Pantoea agglomerans,
Pseudomonas fluorescens-Pseudomonas putida, Staphylococcus anginosus, Streptococcus
pyogenes e Streptococcus dysgalactie. Além disso, cepas de S. schleiferi e P. aeruginosa
estdo entre as espécies mais comumente identificadas nas associacdes de bactérias Gram-
positivas com Gram-negativas, presentes em 7/13 orelhas (53,85%) e 6/13 orelhas (46,15%),
respectivamente.

Em relacdo a frequéncia das espécies bacterianas e suas associagdes com o tipo de
otite, foi observada uma maior ocorréncia (P<0,0001) das espécies S. schleiferi, S.
intermedius e P. mirabilis nas otites eritemato-ceruminosas (Tabela 5). Além disso,
constatou-se que orelhas com otite eritemato-ceruminosa com soma da pontuacdo do indice
de escores de severidade OTIS-3 > 6 apresentavam maior isolamento das espécies P.
aeruginosa, P. mirabilis e S. schleiferi (P<0,0005), associada & presenca moderada de

secregao ceruminosa ou seborreica (escore 2).
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Entre as otites supurativas, foi verificada uma maior ocorréncia (P<0,01) das espécies
S. schleiferi, P. aeruginosa e P. mirabilis (Tabela 5). Observou-se, também, a relacdo entre a
presenca desses isolados bacterianos e maiores escores dos parametros clinicos avaliados
(P<0,01), assim como com escores citologicos mais elevados de cocos e neutrofilos (P<0,01)
e de bacilos (P<0,05).

Considerando a associacdo entre os isolados bacterianos e a presenca de biofilme,
observou-se que a presenca de biofilme na macroscopia ocorreu com o isolamento das
especies S. schleiferi, P. aeruginosa ou P. mirabilis (P<0,0001). Enquanto, a presenca de

biofilme na citologia ocorreu com as cepas bacterianas S. schleiferi ou P. mirabilis (P<0,05).

6.4. Ensaios de sensibilidade antimicrobiana

O teste de sensibilidade antimicrobiana foi realizado, usando 152 isolados clinicos (22
bacilos Gram-positivos ndo foram incluidos no teste), e revelou 23/152 (15,14%) dos isolados
sensiveis a todas as drogas testadas, além de 129/152 (84,86%) isolados resistentes a pelo
menos uma droga antimicrobiana. Das cepas avaliadas, 42/152 (27,63%) foram classificados
como MDR (resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos), presentes em 34/120
(24,28%) orelhas, contemplando as espécies S. schleiferi, P. mirabilis, S. intermedius,
Enterococcus faecalis, E. coli, Staphylococcus hominis, Enterobacter cloacae,
Staphylococcus auricularis, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus,
Providencia stuartii e Staphylococcus aureus. Ademais, observou-se que 34/42 (81%) cepas
MDR estavam associadas as otites eritemato-ceruminosas, enquanto 8/42 (19%) as otites
supurativas. N@o foi relatada associacdo entre a presenca de bactérias multidroga resistente
(MDR) e a presenca de biofilme na macroscopia ou na citologia. A Tabela 4 demonstra a
quantidade de cepas MDR por espécie.

Os resultados dos ensaios de sensibilidade para cada agente antimicrobiano testado das
cepas mais frequentemente isoladas estdo demonstrados na Tabela 6. Em geral, um total de
85/152 (56%) dos isolados bacterianos submetidos ao teste de sensibilidade antimicrobiana
pertenciam ao género Staphylococcus, com destaque para as cepas de S. intermedius e S.
schleiferi, que representaram, em conjunto, 71/85 (83,52%) destes isolados. Considerando a
resisténcia as drogas testadas, 31/85 (36,5%), 11/85 (13%) e 35/85 (41,2%) das cepas de
Staphylococcus spp. apresentaram resisténcia a 1 droga, 2 drogas e > 3 drogas,

respectivamente. Quanto as drogas de uso na rotina clinica, observou-se altas frequéncias (>
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50%) de resisténcia a eritromicina (15/25; 60%) e gentamicina (13/25; 52%) entre as cepas de
S. intermedius e a clindamicina para S. intermedius (20/25; 80%) e S. schleiferi (35/46; 76%).

Tabela 6. Sensibilidade antimicrobiana das cepas bacterianas mais frequentemente isoladas

de cdes com otite externa.

Numero de cepas resistentes (%)

Staphylococcus Staphylococcus Prot irabilist Pseudomonas
Antibioticos schleiferi* intermedius m_:;lf 1’::];‘;_’ ;s aeruginosa? Total
(n=46; MDR=8) (n=25; MDR=16) (n=27; =7 (n=18; MDR=0)

PEN 8 (17.4) 6 (24) 0(0,0) 0 (0,0) 14
PRL/TAZ 0(0,0) 0(0,0) 1(3,7) 0(0,0) 1
PRL 0(0,0) 0(0,0) 6(22,2) 1(5.5) 7
AMO/SUL 7(15,2) 6 (24) 0(0,0) 0(0,0) 13
AMP 8 (17.4) 7 (28) 6(22,2) 0(0,0) 21
AMC 7(15,2) 6 (24) 1(3.7) 0(0,0) 14
OXA 7(15,2) 6 (24) 0(0,0) 0(0,0) 13
CAX 7(15,2) 6 (24) 0(0,0) 0(0,0) 13
FEP 0(0,0) 0(0,0) 1(3.7) 0(0,0) 1
AZT 0(0,0) 0(0,0) 2(74) 1(5.5) 3
ETP 0(0,0) 0(0,0) 1(3.7) 0(0,0) 1
IPM 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(5,5) 1
MEM 0(0,0) 0(0,0) 1(3,7) 0(0,0) 1
CDM 35 (76) 20 (80) 0(0,0) 0 (0,0) 55
ERI 1(2,2) 15 (60) 0(0,0) 0 (0,0) 16
FOS 0(0,0) 0(0,0) 4(14,8) 0 (0,0) 4
GEN 8 (17.4) 13 (52) 0(0,0) 8 (44.4) 29
LVX 3(6.,5) 8(32) 0(0,0) 2 (11.1) 13
CIP 3(6.5) 9 (36) 0(0,0) 2 (111 14
SXT 1(2,2) 18 (72) 4(14,8) 0(0,0) 23
TE 3(6.,5) 19 (76) 0(0,0) 0(0,0) 22

IMDR para S. intermedius e S. schleiferi é definido pela resisténcia a meticilina e resisténcia a pelo menos um
agente em 3 ou mais classes de antimicrobianos.

2 Sensibilidade de P. aeruginosa ndo-MDR (n = 18). Inclui P. aeruginosa sensivel a todos os antimicrobianos (n
= 6) e P. aeruginosa resistente a um ou dois antimicrobianos (n = 12). MDR para P. mirabilis é definido como
resisténcia a pelo menos um agente em trés ou mais classes de antimicrobianos.

PEN: penicilina, PRL/TAZ: piperacilina-tazobactam, PRL: piperacilina, AMO/SUL: amoxicilina-sulbactam,
AMP: ampicilina, AMC: amoxicilina + 4cido clavulanico, OXA: oxacilina, CAX: ceftriaxona, FEP: cefepima,
AZT: aztreonam, ETP: ertapenem, IPM: imipenem, MEM: meropenem, CDM: clindamicina, ERI: eritromicina,
FOS: fosfomicina, GEN: gentamicina, LVX: levofloxacina,  CIP:  ciprofloxacina,  SXT:
trimetoprima/sulfametoxazol, TE: tetraciclina.

Um total de 14 cepas de Staphylococcus spp. apresentaram resisténcia a meticilina,
sendo 6/25 (24%), 7/46 (15,2%) e 1/2 (50%) das cepas de S. intermedius, S. schleiferi e S.
epidermidis, respectivamente. Além disso, 1/3 (33,33%) isolados de S. hominis e 1/2 (50%)
isolados de S. auricularis apresentaram resisténcia ao antibiotico glicopeptideo vancomicina.

Considerando o padrédo de cepas multidroga resistente, 8/46 (17,4%) isolados de S. schleiferti,
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16/25 (64%) de S. intermedius, 1/3 (33,4%) de S. hominis, 1/2 (50%) de S. auricularis, 2/2
(100%) de S. epidermitis, 1/2 (50%) de S. saprophyticus e 1/1 (100%) de S. aureus foram
definidos como MDR.

Outras bacterias Gram-positivas também demonstraram frequéncia de resisténcia
antimicrobiana. Dentre o género Enterococcus, 2/5 (40%) dos isolados de E. faecalis
demonstraram ser MDR e 1/5 (20%) apresentou resisténcia aos antibioticos gentamicina e
tobramicina, pertencentes a classe dos aminoglicosideos.

Dentre as 22 cepas do género Pseudomonas, a espécie P. aeruginosa foi a mais
frequentemente isolada (18/22; 82%). Considerando a resisténcia as drogas testadas, um total
de 8/18 (44,5%), 2/18 (11,2%) e 1/18 (5,5%) das cepas de P. aeruginosa apresentaram
resisténcia a 1 droga, 2 drogas e 3 drogas, respectivamente. Em relacdo as drogas mais
comumente utilizadas, observou-se uma maior frequéncia de resisténcia ao aminoglicosideo
gentamicina (8/18; 44,5%), comparada a baixa proporcdo de cepas resistentes (2/18; 11,2%)
ao antibidtico ciprofloxacina do grupo das fluorquinolonas. Apenas 1/18 (5,5%) dos isolados
apresentou resisténcia ao monobactamico aztreonam e 1/18 (5,5%) ao carbapenémico
imipenem. Todos os isolados de P. aeruginosa foram considerados ndo multidroga resistentes
(ndo-MDR).

Por ultimo, os isolados de P. mirabilis demonstraram frequéncia de resisténcia de
17/27 (63%), 3/27 (11%) e 7/27 (26%) para 1 droga, 2 drogas e > 3 drogas, respectivamente.
Apenas 2/27 (7,4%) dos isolados apresentaram resisténcia ao monobactamico aztreonam, 1/27
(3,7) ao carbapenémico ertapenem e 1/27 (3,7) ao meropenem. Entre as 27 cepas de P.
mirabilis, 7/27 (26%) foram definidas como MDR. Outras bactérias Gram-negativas isoladas,
como E. cloacae, E. coli e P. stuartii, também demonstraram padrdo de MDR, em menor

porcentagem de ocorréncia, como descrito na Tabela 4.

6.5. Capacidade de formacéao de biofilme pelos isolados bacterianos.

A capacidade de formacdo de biofilme dos 52 isolados bacterianos selecionados esta
representada na Tabela 7. Em relagdo a capacidade de formacdo de biofilme pelos principais
microrganismos estudados, 5/12 (41,7%) isolados de S. intermedius foram fortes produtores
de biofilme, enquanto 6/12 (50%) isolados foram moderados e 1/12 (8,3%) foi fraco
formador. A producdo de biofilme pelas cepas de P. mirabilis foi observada em 2/12 (16.7%)

isolados como forte formadora, 8/12 (66,7%) como moderada e 2/12 (16,7%) como fraca.
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Para as cepas de P. aeruginosa, 3/12 (25%) isolados foram fortes formadores de biofilme,
6/12 (50%) moderados e 3/12 (25%) fracos.

Tabela 7. Espécies e capacidade de formacao de biofilme de isolados bacterianos recuperados

de casos de otite externa canina.

Producéo de Biofilme

Patogenos
Fraco Moderado Forte

S. intermedius (n=12) 1 6 5

S. schleiferi (n=3) 1
S. capitis (n=1) 0 0 1
S. hominis (n=2) 0 1 1
S. cohni (n=1) 0 0 1
S. epidermidis (n=1) 0 1 0
S. aureus (n=1) 0 1 0
S. auricularis (n=1) 1 0 0
E. faecalis (n=3) 0 1 2
P. mirabilis (n=12) 2 8 2
P. aeruginosa (n=12) 3 6 3

E. coli (n=3) 3 0 0

Os nimeros em cada coluna representam a quantidade de cepas de cada espécie que tiveram a formagéo biofilme
como fraco, moderado e forte.

6.6. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) contra os isolados clinicos

testados.

6.6.1. Prometazina

As CIMs de prometazina (PMZ) contra todos os isolados testados variaram de 48,83 —
781,25 pg/mL. As CIMs contra as cepas Gram-positivas variaram de 48,83 — 195,31 pg/mL,
enquanto contra as cepas Gram-negativas, as CIMs variaram de 97,65 — 781,25 pg/mL
(Tabela 8). Observou-se, assim, que as CIMs para Gram-negativas foram, significativamente,

maiores (P<0,0001) que para Gram-positivas.
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Tabela 8. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo de Erradicacdo Minima
sobre Biofilme (CEMB) de prometazina contra os isolados clinicos bacterianos de otite

externa canina.

CIM (ug mL?) CEMB (ug mL™)

Microrganismos
48,83 97,65 19531 390,62 781,25 | 781,25 15625 3125

S. intermedius (n=12) 3 5 4 0 0 0 0 12
S. schleiferi (n=3) 0 2 1 0 0 0 0 3
S. capitis (n=1) 1 0 0 0 0 0 0 1
S. hominis (n=2) 0 1 1 0 0 0 0 2
S. cohni (n=1) 0 1 0 0 0 0 0 1
S. epidermidis (n=1) 0 1 0 0 0 0 0 1
S. aureus (n=1) 0 0 1 0 0 0 0 1
S. auricularis (n=1) 0 1 0 0 0 0 0 1
E. faecalis (n=3) 0 0 3 0 0 0 0 3
P. mirabilis (n=12) 0 1 0 2 9 8 4 0
P. aeruginosa (n=12) 0 0 2 9 1 5 7 0
E. coli (n=3) 0 2 1 0 0 3 0 0
Cepas ATCC CIM (ug mL?) CEMB (ug mL?)
S. aureus ATCC29213 195,31 781,25
i?ggg'?rg:: 781,25 3125
E. coli ATCC25922 97,65 390,62

Os nimeros em cada coluna de concentracdo representam a quantidade de cepas de cada espécie que tiveram o
crescimento plancténico (CIM) e o biofilme maduro (CEMB) inibidos pela prometazina.

6.6.2. Antibacterianos e formulag6es otologicas comerciais

Os testes de sensibilidade in vitro a enrofloxacina (ENR) e a gentamicina (GEN) e as
formulacdes otologicas contendo enrofloxacina (FO ENR) e gentamicina (FO GEN) foram
realizados somente com os isolados de maior relevancia nos quadros de otite externa, a saber
S. intermedius (n=12), P. mirabilis (n=12) e P. aeruginosa (n=12).

As CIMs dos agentes antibacterianos testados contra os isolados clinicos de S.
intermedius, P. mirabilis e P. aeruginosa de cdes com otite externa estdo demonstradas na
Tabela 9.
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As CIMs de ENR, FO ENR, GEN e FO GEN contra as cepas de S. intermedius
variaram de 1 — 16 pg/mL (média geométrica MG: 3,17); 0,0625 — 4 pg/mL (MG: 0,26); 1 —
64 pg/mL (MG: 7,55) e 0,25 — 16 pg/mL (MG: 3,17), respectivamente. Em relacdo as cepas
de P. mirabilis, as CIMs variaram de 0,0625 — 1 pg/MI (MG: 0,17); 0,0625 — 2 pug/mL (MG:
0,35); 0,5 — 4 pg/mL (MG: 1,88) e 1 — 8 pg/mL (MG: 3,0), enquanto para as cepas de P.
aeruginosa, as CIMs variaram de 0,5 — 2 pg/mL (MG: 0,74); 0,5 — 2 pg/mL (MG: 1,19);
0,125 — 4 pg/mL (MG: 0,56) e 0,125 — 2 ug/mL (MG: 0,56) de ENR, FO ENR, GEN e FO
GEN, respectivamente. O valor da CIM de ENR foi, significativamente, maior (P<0,01) que o

valor da CIM de FO ENR contra os isolados de S. intermedius.

6.7. Ensaios de sensibilidade sobre os biofilmes maduros pelos isolados bacterianos de

cées com otite externa.

6.7.1. Prometazina

Considerando as CEMBs das bactérias Gram-positivas, houve eliminacdo dos
biofilmes maduros de todas as cepas na concentragao de 3125 ug/mL de PMZ, apresentando
valores de 16 a 64 vezes maiores que os valores de CIM. Os valores de CEMB foram
significativamente maiores (P<0,0001) que os valores de CIM (Tabela 8).

Em relacdo as CEMBs das bactérias Gram-negativas, a PMZ foi capaz de eliminar o0s
biofilmes maduros de todos os isolados estudados de E. coli na concentracdo de 781,25
pug/mL, enquanto contra biofilmes de P. mirabilis e P. aeruginosa, as CEMBs de PMZ
variaram entre 781,25 — 1562,5 ug/mL, com valores até 8 vezes maiores que as CIMs. Os
valores de CEMB foram significativamente maiores (P<0,0001) que os valores de CIM
(Tabela 8).

Considerando todos os isolados clinicos bacterianos avaliados (n=52), houve redugéo
significativa da biomassa dos biofilmes maduros nas concentracdes de 48,8 a 6.250 ug/mL
(P<0,05) de PMZ, em relacdo ao controle (Grafico 1a). Para 0os microrganismos Gram-
positivos, a PMZ foi capaz de reduzir, significativamente, a biomassa dos biofilmes nas
concentragdes de 195,31 a 6.250 ug/mL (P<0,05) (Gréfico 1b). Os isolados de S. intermedius
apresentaram reduc¢do significativa de biomassa nas concentracdes de 390,62 a 6.250 pg/mL
(P<0,001) (Gréfico 2a). Em relacdo aos isolados de E. faecalis e S. schleiferi, apesar de ndo
haver diferenca estatistica, houve uma tendéncia de reducdo da biomassa dos biofilmes

maduros nas concentragoes de 781,25 a 6.250 pg/mL, comparado ao controle.
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Gréfico 1 — Efeito da prometazina (PMZ) sobre biofilme maduro de isolados bacterianos
(n=52) clinicos de otite externa canina. Dados expressos como média + desvio padrdo da
biomassa do biofilme quantificada pela absorbancia de violeta de cristal obtida a 490 nm,
apresentadas como boxplot. A) Efeito da PMZ no biofilme maduro de todos os isolados
clinicos testados; B) e C) Efeito da PMZ no biofilme maduro de cocos Gram-positivos e
bacilos Gram-negativos, respectivamente. * P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 indicam
diferencas estatisticamente significativas entre a biomassa dos biofilmes expostos a

prometazina e a do controle de crescimento.
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Gréfico 2 — Efeito espécie-especifico da prometazina sobre biofilme maduro de A) S.
intermedius, B) P. mirabilis e C) P. aeruginosa. Dados expressos como meédia + desvio
padrdo da biomassa do biofilme quantificada pela absorbéancia de violeta de cristal obtida a
490 nm, apresentados em boxplot. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 indicam diferencas
estatisticamente significativas entre a biomassa dos biofilmes expostos a prometazina e a do

controle de crescimento.
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As andlises de CLSM do biofilme maduro de S. intermedius mostraram uma reducao

no numero de celulas vivas, apresentando predominantemente células mortas/danificadas

(Figura 9), e as analises de COMSTAT™ mostraram uma diminuig&o significativa (P<0,05)

na espessura méxima do biofilme e uma tendéncia de redugdo na coesdo do biofilme, como

demonstrado pelo aumento da razdo superficie-volume dos biofilmes expostos a PMZ

(Grafico 8e-f).
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Para os microrganismos Gram-negativos, a PMZ reduziu, significativamente, a
biomassa dos biofilmes maduros nas concentragdes de 390,62 a 6.250 pg/mL (P<0,05) em
comparacdo ao controle (Grafico 1c). Os isolados de P. mirabilis e P. aeruginosa
apresentaram reducgdo significativa de biomassa nas concentragdes de 390,62 a 6.250 pg/mL
(P<0,05) e 781,25 a 1562,5 ug/mL (P<0,005), respectivamente (Gréafico 2b-c). Em relacéo
aos isolados de E. coli, apesar de ndo haver diferenca estatistica, houve uma tendéncia de
redu¢do da biomassa dos biofilmes maduros nas concentragdoes de 781,25 a 1562,5 pg/mL,
comparado ao controle.

As analises CLSM dos biofilmes maduros de P. mirabilis e P. aeruginosa mostraram
uma redugdo no numero de células vivas, apresentando predominantemente células
mortas/danificadas (Figura 9), e as analises COMSTAT™ mostraram uma reducao
significativa na espessura maxima dos biofilmes de P. mirabilis (P<0,05) e P. aeruginosa
(P<0,001) e uma diminuicdo da coesdo dos biofilmes para ambas as espécies, como
demonstrado pelo aumento significativo (P<0,001) do récio superficie/volume dos biofilmes
expostos a PMZ (Gréafico 8g-h).

6.7.2. Antibacterianos e formulac6es otoldgicas comerciais

A Tabela 9 demonstra os dados de CEMB dos agentes antibacterianos contra 0s
biofilmes dos isolados clinicos testados. Considerando as CEMBs das bactérias Gram-
positivas, houve eliminacdo dos biofilmes maduros das cepas de S. intermedius nas
concentracdes de 8 — 256 pg/mL (MG: 42,71); 1 — 64 ug/mL (MG: 4,75); 16 — 256 ug/mL
(MG: 42,71) e 8 — 64 pg/mL (MG: 30,20) de ENR, FO ENR, GEN e FO GEN,
respectivamente, apresentando valores de 2 a 256 vezes maiores que os valores de CIM. Os
valores de CEMB foram significativamente maiores que os valores de CIM para ENR
(P<0,001), FO ENR (P<0,001), GEN (P<0,01) e FO GEN (P<0,0001). Em relacdo a
comparacéo entre as drogas testadas, o valor da CEMB de ENR foi, significativamente, maior
(P<0,001) que o valor da CEMB de FO ENR contra os isolados de S. intermedius.

Em relagdo as CEMBs das bactérias Gram-negativas, 0s agentes antibacterianos foram
capazes de eliminar os biofilmes maduros das cepas de P. mirabilis nas concentragdes de 1 —
4 pg/mL (MG: 2,00) de ENR, 2 — 64 ug/mL (MG: 9,51) de FO ENR e 32 — 64 pg/mL (MG:
45,25) de GEN e FO GEN, enquanto contra biofilmes de P. aeruginosa, as CEMBSs de ENR,
FO ENR, GEN e FO GEN variaram entre 2 — 128 pg/mL (MG: 19,03); 4 — 256 pg/mL (MG:
20,16); 32 — 128 pg/mL (MG: 80,63) e 16 — 256 ug/mL (MG: 53,82), respectivamente. Para
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os isolados de P. mirabilis, os valores de CEMB foram 2 a 128 vezes, significativamente,
maiores que os valores de CIM para ENR, FO ENR, GEN e FO GEN (P<0,0001) e, para 0s
isolados de P. aeruginosa, foram 2 a 512 vezes, significativamente, maiores para ENR, GEN
e FO GEN (P<0,0001) e FO ENR (P<0,001). Em relacdo a comparacdo entre as drogas
testadas, o valor da CEMB de FO ENR foi, significativamente, maior (P<0,001) que o valor
da CEMB de ENR contra os isolados de P. mirabilis.

Considerando todos os isolados clinicos bacterianos avaliados (n=36), houve reducao
significativa da biomassa dos biofilmes maduros nas concentracdes de 0,5 a 128 ug/mL
(P<0,05) de ENR e GEN, em relacdo ao controle (Gréafico 3a-b). Para 0os microrganismos
Gram-positivos, a ENR e GEN né&o foram capazes de reduzir, significativamente, a biomassa
dos biofilmes. Embora ndo tenha havido diferenca estatistica, os isolados Gram-positivos
mostraram uma tendéncia de reducdo da biomassa dos biofilmes maduros ap6s a exposicao a
ENR e GEN nas concentracOes testadas, quando comparados com o controle. Para 0s
microrganismos Gram-negativos, a ENR e GEN reduziram, significativamente, a biomassa
dos biofilmes maduros nas concentragdes de 0,25 a 128 pg/mL (P<0,05) e 1 a 128 pg/mL
(P<0,05), respectivamente, em comparac¢éo ao controle (Gréafico 3c-d).

Em relacdo as formulagcdes otoldgicas comerciais, houve reducdo significativa da
biomassa dos biofilmes maduros de todos os isolados clinicos avaliados (n=36) nas
concentracdes de 8 a 64 pg/mL (P<0,05) de FO ENR e FO GEN, em relacdo ao controle
(Gréfico 4a-b). Para os microrganismos Gram-positivos, a FO ENR e FO GEN néo foram
capazes de reduzir, significativamente, a biomassa dos biofilmes. Embora ndo tenha havido
diferenca estatistica, os isolados Gram-positivos mostraram uma tendéncia de reducdo da
biomassa dos biofilmes maduros ap6s a exposi¢cdo a FO ENR e FO GEN nas concentracdes
testadas, quando comparados com o controle. Para 0s microrganismos Gram-negativos, a FO
ENR e FO GEN reduziram, significativamente, a biomassa dos biofilmes maduros nas
concentracdes de 8 a 64 pg/mL (P<0,05) e 2 a 64 ug/mL (P<0,05), respectivamente, em
comparacéo ao controle (Grafico 4c-d).

6.8. Efeito da prometazina sobre a formacéao de biofilmes bacterianos.

Considerando o efeito do PMZ na formacao de biofilme pelos 52 isolados bacterianos,
apos as primeiras 48 horas de incubacéo, foi observada uma reducéo significativa da biomassa
em todas as concentragdes testadas (P<0,005), quando comparada com a biomassa do controle

de crescimento (Grafico 5a). Para biofilmes de crescimento de bactérias Gram-positivas, a
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PMZ néo reduziu significativamente a formacdo de biofilme em nenhuma concentracdo nas

primeiras 48 horas de incubacéo (Gréfico 5b). Embora ndo tenha havido diferenga estatistica,

os isolados de E. faecalis e S. schleiferi mostraram uma tendéncia de reducdo da biomassa dos

biofilmes em crescimento apds a exposicdo a PMZ nas concentracfes testadas, quando

comparados com o controle, enquanto os isolados de S. intermedius ndo mostraram qualquer

alteracédo da biomassa.

Grafico 3 — Efeito da enrofloxacina (ENR) e gentamicina (GEN) sobre biofilme maduro de

isolados bacterianos clinicos (n=36) de otite externa canina. Dados expressos como média +

desvio padrdo da biomassa do biofilme quantificada pela absorbancia de cristal violeta obtida
a 490 nm, apresentadas como boxplot. A) e B) Efeito da ENR e GEN no biofilme maduro de

todos os isolados clinicos testados, respectivamente; C) e D) Efeito da ENR e GEN no

biofilme maduro de bacilos Gram-negativos,

respectivamente *P<0,05; **P<0,01;

***p<(0,001 indicam diferengas estatisticamente significativas entre a biomassa dos biofilmes

expostos a enrofloxacina e gentamicina e a do controle de crescimento.
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Gréfico 4 — Efeito da formulagéo otoldgica com enrofloxacina (FO ENR) e gentamicina (FO
GEN) sobre biofilme maduro de isolados bacterianos clinicos (n=36) de otite externa canina.
Dados expressos como média = desvio padrdo da biomassa do biofilme quantificada pela
absorbancia de cristal violeta obtida a 490 nm, apresentadas como boxplot. A) e B) Efeito da
FO ENR e FO GEN no biofilme maduro de todos os isolados clinicos testados,
respectivamente; C) e D) Efeito da FO ENR e FO GEN no biofilme maduro de bacilos Gram-
negativos, respectivamente *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 indicam diferencas
estatisticamente significativas entre a biomassa dos biofilmes expostos as formulacdes

otolégicas contendo enrofloxacina ou gentamicina e a do controle de crescimento.

A Geral B Geral
0.5+ 0.25-
0.4 * . 0.20-
© L. * ks *kk
£ 03- £ 0.154 " =
< * «T
a2 * =
3 0.2 —|_ $ 0.10-
Q2 Ke]
< <
0.1 0.05-
0.0 ! 1 f T T 0.00 1 T T 1
.60\0 ® o oy &> \@\z ™ ® o S
& s
Formulg&o Otolégica Enrofloxacina (pg/mL) Formulagio Otolégica Gentamicina ( pg/mL)
C Bacilos Gram-negativo D Bacilos Gram-negativo
0.5+ 0.25
0.4 * . 0.20
‘g ol * oz Fekk
£ 0.3 2 0.5 . ok
« * ((‘ *
£ ki 2
o | o A
202 i 2 0.10
< <
0.1 0.05-
0.0 J‘ ! —F— ¥ 0.00-———— T T t t t
\‘o\z ® o oy & \@\z L N
< &
Formulagao Otolégica Enrofloxacina (png/mL) Formulagao Otolégica Gentamicina ( ng/mL)

Por outro lado, as anélises de CLSM do biofilme em crescimento de S. intermedius
mostraram uma reducdo no numero de células, apresentando predominantemente células
mortas/danificadas (Figura 9), e as analises de COMSTAT™ mostraram uma reducdo

significativa (P<0,001) na espessura maxima e uma tendéncia de coesdo reduzida, como
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demonstrado pelo aumento da razdo superficie/volume dos biofilmes crescidos na presenca de
PMZ (Gréfico 8a-b).

Em relacdo aos isolados de bactérias Gram-negativas (Grafico 5¢), a PMZ mostrou
reducdo significativa na formacédo de biomassa dos biofilmes dos isolados de E. coli (P<0,05)
e P. aeruginosa (P<0,0005), nas concentracdes de CIM e CIM/2, no periodo de 48 horas. Para
os isolados de P. mirabilis, a PMZ reduziu, significativamente (P<0,0001), a formacgéo de
biomassa em todas as concentracOes testadas de CIM, CIM/2 e CIM/8, em comparacdo ao
controle (Grafico 6a-c).

As andlises CLSM dos biofilmes em crescimento de P. mirabilis e P. aeruginosa
mostraram uma reducdo no numero de células vivas, apresentando predominantemente células
mortas/danificadas (Figura 9), e as analises COMSTAT™ mostraram uma diminuicao
significativa na coesdo dos biofilmes em crescimento de P. mirabilis (P<0,0001) e P.
aeruginosa (P<0,05), como demonstrado pelo aumento da relacdo superficie/volume dos
biofilmes cultivados na presenca de PMZ (Grafico 8c-d). Os biofilmes de P. mirabilis
cultivados na presenca de PMZ também apresentaram uma diminuicao significativa (P<0,05)
na espessura maxima (Grafico 8c).

Considerando o efeito da prometazina na dindmica da formagéao de biofilmes pelos 12
isolados selecionados (trés isolados de S. intermedius, S. schleiferi, P. mirabilis e P.
aeruginosa), ao longo de 120 horas, verificou-se uma reducdo global da biomassa dos
biofilmes em crescimento na CIM em todos os pontos de leitura: 48 (P<0,01), 72 (P<0,0001),
96 (P<0,001) e 120 horas (P<0,0001).

Quando a PMZ foi adicionada a CIM/2, foram observadas reducdes significativas da
biomassa as 48 (P<0,05), 96 (P<0,01) e 120 horas (P<0,05), enquanto na concentracdo de
CIM/8, a PMZ apenas reduziu (P<0,05) a biomassa do biofilme as 96 horas de incubacéo
(Gréfico 7a).

Embora os biofilmes de bactérias Gram-positivas sé tenham apresentado reducdes
significativas da biomassa (P<0,05), quando expostos ao PMZ na CIM, as 72 horas de
incubacdo, houve uma tendéncia de redugdo da biomassa em biofilmes em crescimento na
CIM (Gréfico 7b). Por outro lado, a PMZ reduziu, significativamente, a biomassa de
biofilmes em crescimento de bactérias Gram-negativas na CIM em todos o0s pontos de leitura:
48 (P<0,001), 72 (P<0,0001), 96 (P<0,01) e 120 horas (P<0,001). A PMZ na MIC/2 reduziu
significativamente a biomassa dos biofilmes em crescimento as 48 (P<0,001), 96 (P<0,001) e
120 horas (P<0,01), enquanto na concentracdo de CIM/8, o PMZ apenas reduziu (P<0,001) a
biomassa dos biofilmes as 96 horas de incubacdo (Grafico 7c).
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Gréfico 5. Efeito da prometazina (PMZ) sobre a formacdo de biofilme dos 52 isolados
bacterianos de otite externa canina avaliados durante um periodo de 48 horas. Os dados s&o
expressos como média = desvio padrdo da biomassa do biofilme quantificada pela
absorbancia de violeta de cristal obtida a 490 nm, apresentados em boxplot. A) Efeito da PMZ
no crescimento do biofilme por todos os isolados clinicos testados; B) e C) Efeito da PMZ no
crescimento do biofilme por cocos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos,
respectivamente. CIM: concentracdo inibitoria minima de prometazina contra cada um dos
isolados testados. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 indicam diferencas estatisticamente

significativas entre a biomassa dos biofilmes expostos a prometazina e a do controle de

crescimento.
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Gréfico 6. Efeito espécie-especifico da prometazina sobre a formacédo de biofilme por A) E.
coli, B) P. aeruginosa e C) P. mirabilis, durante um periodo de 48 horas. Os dados sdo
expressos como média = desvio padrdo da biomassa do biofilme quantificada pela
absorbancia de violeta de cristal obtida a 490 nm, apresentados em boxplot. CIM:
concentracdo inibitéria minima de prometazina contra cada um dos isolados testados.
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 indicam diferencas estatisticamente significativas entre a

biomassa dos biofilmes expostos a prometazina e a do controle de crescimento.
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Figura 9. Imagens de microscopia confocal a laser (CLSM) de S. intermedius, P. mirabilis e
P. aeruginosa em crescimento e biofilmes maduros expostos a prometazina (PMZ). Observe
uma diminuicdo geral na quantidade de células vivas, em comparacdo com os controles de
crescimento de biofilme sem drogas, quando os biofilmes foram cultivados na presenca de
PMZ na concentracdo inibitéria minima (CIM) obtida contra os isolados (biofilmes em
crescimento) e quando os biofilmes cultivados por 48 horas foram expostos a PMZ na
concentracdo minima de erradicacéo de biofilme (CEMB) obtida contra os isolados (biofilmes
maduros). A CLSM foi realizada com o corante fluorescente Live-DeadTM. As imagens
foram adquiridas a 488 nm, para revelar o fluor6foro SYTO9, que identifica células vivas
(verde), e a 561 nm, que identifica células mortas/danificadas (vermelho). Ampliacdo de
600x. Escala: 50 pum.
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7. DISCUSSAO

Inicialmente, foram incluidos na pesquisa 70 cdes com otite externa, os quais foram
avaliados quanto a raca, sexo e faixa etaria. As ragas com maior tendéncia a ocorréncia de
otite externa foram Shih tzu, Pug, Poodle, Golden Retriever e Bulldog francés, corroborando
com estudos epidemioldgicos anteriores (Paterson, 2016; Pye, 2018; O’neill et al., 2021).

Em seguida, os cdes com otite externa foram avaliados quanto ao tipo de otite e aos
pardmetros clinicos e citoldgicos. Houve uma predominancia de otite bilateral do tipo
eritemato-ceruminosa caracterizada pela auséncia de neutréfilos e maior niamero de leveduras
na avaliacdo citologica, além de maior frequéncia de isolamento bacteriano de S. intermedius,
S. schleiferi, P. mirabilis. Além disso, nesta pesquisa, sugere-se que otites eritemato-
ceruminosas com grau de severidade moderado para o achado clinico de secrecdo seborreica
apresentam associacdo com a presenca em maior nimero de cocos, bacilos e leveduras na
citologia e a maior ocorréncia das espécies S. schleiferi, P. mirabilis e P. aeruginosa no
isolamento bacteriano. Resultados semelhantes foram observados em estudos prévios que
reportaram uma maior ocorréncia de leveduras, presenca ocasional de neutrofilos e
predominancia de espécies do género Staphylococcus neste tipo de otite (Nuttall; Bensignor,
2014; Nuttall, 2016; Luciani et al., 2023).

Quanto as otites supurativas, observou-se que cdes com este tipo de otite apresentaram
relacdo entre o grau de severidade grave para os parametros clinicos de eritema, hiperplasia
glandular, erosdo/ulceracdo e exsudato purulento e a presenga macica de cocos, bacilos e
neutrofilos na citologia. Tais dados corroboram com estudos anteriores que demonstraram
associacdo entre sinais clinicos mais severos de eritema, erosdo/ulceracdo e secrecdo
purulenta presentes em otite supurativa e maior contagem de cocos, bacilos e neutréfilos na
citologia com o isolamento de P. aeruginosa (Nuttall; Bensignor, 2014; Nuttall, 2016;
Luciani et al., 2023). No entanto, nesta pesquisa, observou-se, em casos de otite supurativa,
maior ocorréncia do isolamento bacteriano tanto de cepas de P. aeruginosa como de S.
schleiferi e P. mirabilis.

Considerando o diagnostico da otite externa, os exames de citologia e otoscopia foram
fundamentais como meio auxiliar de diagnéstico junto ao historico e exame fisico de cada
paciente para a caracterizacdo dos tipos de otite (Budach; Mueller, 2012; Pye, 2018; Bajwa,
2019). A citologia € um exame de suporte recomendado como guia para a selecdo empirica e

0 monitoramento da efetividade do antibacteriano topico em otites externas associadas a
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infecgBes bacterianas, quando da auséncia de recorréncia ou cronicidade. Além disso, sabe-se
que os dados de sensibilidade antimicrobiana sdo menos utilizados para o uso de drogas
topicas, uma vez que estas informacOes estdo relacionadas a eficacia da antibioticoterapia
sistémica (Morris, 2004; Nuttall, 2016; Paterson, 2016). Contudo, a cultura e o antibiograma
tornam-se essenciais para a escolha do antibacteriano, principalmente, em casos refratarios a
terapias com antibioticos topicos, em complicacfes de otite externa, como presenca de Ulceras
e evolucdo para otite media, e para 0 monitoramento da emergéncia de cepas resistentes
(Penna et al., 2009; Zamankhan Malayeri et al., 2010; Nuttall, 2016; Pye, 2018).

Nesse contexto, investigou-se o perfil bacteriano e de sensibilidade antimicrobiana de
isolados clinicos associados a otite externa recorrente em cdes. Nesta pesquisa, foi
demonstrada maior ocorréncia de mono-infecgdes, principalmente por cepas de S. schleiferi,
S. intermedius, P. mirabilis e P. aeruginosa. Ademais, observou-se também a ocorréncia de
infeccBes mistas, com destaque para as associa¢Ges entre bactérias Gram-positivas e entre
patdgenos Gram-positivos e Gram-negativos. Estes achados corroboram com estudos prévios
gue demonstraram mono-infeccdes em otite externa por espécies de S. pseudintermedius
(Zamankhan Malayeri et al., 2010; De Martino et al., 2016), P. mirabilis e P. aeruginosa
(Petrov et al., 2013; De Martino et al., 2016; Santos et al., 2019) e infecgdes mistas entre
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Petrov et al., 2013; Leonard et al., 2022; Luciani
et al., 2023). Neste estudo, vale ressaltar que cepas de S. schleiferi representaram a maior
frequéncia de casos de mono-infeccdes, seguido de S. intermedius.

Portanto, na presente investigacdo, cepas de S. intermedius e S. schleiferi
representaram a maioria dos isolados do tipo cocos Gram-positivos, corroborando com
estudos que descreveram a elevada ocorréncia de microrganismos pertencentes ao género
Staphylococcus (Penna et al., 2009; Zamankhan Malayeri et al., 2010; Petrov et al., 2013; De
Martino et al., 2016; Palomino-farfan et al., 2021). Tais achados revelam a importancia de
bactérias do género Staphylococcus na patogénese da otite externa (Lilenbaum et al., 2000),
mesmo fazendo parte da microbiota normal da orelha de cdes saudaveis (Ngo et al., 2018;
Korbelik et al., 2019).

Em relacdo ao perfil de sensibilidade antimicrobiana das espécies de Staphylococcus
spp., houve alta frequéncia de resisténcia a classes de antibacterianos. Em geral, neste estudo,
observou-se um padrdo de resisténcia entre os isolados de S. intermedius contra gentamicina
(52%), clindamicina (80%) e eritromicina (60%) similiar ou maior que os reportados em
estudos prévios (Penna et al., 2009; Zamankhan Malayeri et al., 2010; Petrov et al., 2013).
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Além disso, os isolados de S. schleiferi apresentaram frequéncia de resisténcia a clindamicina
(35/46; 76%) maior que a relatada em estudos anteriores (Morris et al., 2006; Palomino-farfan
etal., 2021).

Em geral, observou-se uma resisténcia a meticilina, representando um total de 24% e
15,2% dos isolados de S. intermedius (MRSI) e S. schleiferi (MRSS), respectivamente. Nesta
pesquisa, a frequéncia de resisténcia de isolados MRSI e MRSS foi maior que os resultados
observados em estudos anteriores (Penna et al., 2009; Petrov et al., 2013; De Martino et al.,
2016). A utilizacdo indiscriminada e sem conhecimento prévio do perfil de sensibilidade
antimicrobiana de farmacos do grupo dos beta-lactamicos contra cepas associadas a otite
externa recorrente pode ser um fator que acarrete 0 aumento substancial do grau de resisténcia
em espécies de Staphylococcus spp. Além da otite externa, a identificacdo de cepas do género
Staphylococcus resistentes a meticilina/oxacilina também vem sendo relatada em infeccGes de
pele em cées (Beck et al., 2012; Saputra et al., 2017, Viegas et al., 2022; Naziri; Majlesi,
2023).

Neste estudo, os resultados demonstraram uma predominancia dos isolados Gram-
negativos de P. aeruginosa e P. mirabilis, corroborando com outros estudos epidemiol6gicos
(Petrov et al., 2013; De Martino et al., 2016; Santos et al., 2019). Considerando a resisténcia
aos antimicrobianos, particularmente aos aminoglicosideos e as fluoroquinolonas mais
comumente utilizados na terapia tdpica da otite externa, observou-se maior percentual de
resisténcia dos isolados de P. aeruginosa a gentamicina (44,4%) e menor percentual de
isolados resistentes (11,2%) a ciprofloxacina que os relatados em estudos anteriores (Mekic et
al., 2011; Rubin et al., 2008; De Martino et al., 2016; Elfadadny et al., 2023). Quanto as
cepas de P. mirabilis, ndo foi observada frequéncia de resisténcia a gentamicina,
ciprofloxacina e levofloxacina, diferindo dos dados observados em estudos prévios que
reportaram maior padrdo de resisténcia a esses antibacterianos (Petrov et al., 2013; Song et
al., 2020; Kwon et al., 2022b).

Classes de antibacterianos tém sido frequentemente utilizadas como agentes topicos no
tratamento da otite externa, incluindo fluoroquinolonas, aminoglicosideos (Nuttall, 2016) e
sulfonomidas (sulfadiazina de prata) (Von Silva-Tarouca et al., 2019). No entanto, 0 uso
excessivo e sem prescricdo médica desses farmacos, presentes nas principais formulacdes
otoldgicas comerciais, parece estar associado a emergéncia da resisténcia antimicrobiana em

caes com otite externa (Budgen, 2013; De Martino et al., 2016).
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O acumulo de mecanismos de resisténcia antimicrobiana e o efeito residual de drogas
antibacterianas na orelha externa levam a desafios no tratamento clinico e microbiologico da
otite, uma vez que cepas bacterianas podem desenvolver resisténcia a multiplas drogas
(Nuttall, 2016; Hyun et al., 2018). Assim, devido ao surgimento de cepas resistentes, a terapia
empirica antibacteriana sem conhecimento prévio do perfil de sensibilidade antimicrobiana
em otite externa com infeccdo bacteriana recorrente deve ser repensada (Morris et al., 2006;
De Martino et al., 2016).

Nesse contexto, na presente pesquisa, houve uma frequéncia de 27,63% de cepas
MDR, com as maiores frequéncias (64%) entre os isolados de S. intermedius. Estes achados
estdo de acordo com estudos similares que demonstraram a incidéncia de espécies de
Staphylococcus spp. (Saputra et al., 2017; Palomino-farfan et al., 2021) com padrdo MDR.
Outras espécies também apresentaram esse padrdo de resisténcia antimicrobiana como S.
schleiferi, S. epidermidis, P. mirabilis, E. faecalis e E. coli, corroborando com estudos
anteriores (De Martino et al., 2016; Song et al., 2019; Know et al., 2022ab; Naziri; Majlesi,
2023). Por outro lado, foram isoladas cepas multirresistentes de P. aeruginosa, sem padrdo
MDR, diferindo de estudos prévios que relataram a identificacdo de cepas multi-droga
resistentes (Arais et al., 2016; Costa et al., 2022; Elfadadny et al., 2023).

O aumento dos casos de resisténcia antimicrobiana e recorréncia da otite externa deve-
se a negligéncia do regime terapéutico e ao estabelecimento da etiologia da doenca
((Saridomichelakis et al., 2007; Paterson, 2016; Bajwa, 2019). Considerando os achados
descritos, estudos epidemiolégicos tém reportado aumento dos relatos de colonizacdo
interespécie de isolados bacterianos MDR e meticiliana-resistente entre animais de companhia
e seres humanos (Lozano et al., 2017; Fernandes et al., 2018). Tal fato demonstra a
importancia do monitoramento da emergéncia de cepas bacterianas resistentes em amostras de
otite externa em cdes, devido a probabilidade desses animais servirem como meio de
propagacdo de bactérias e elementos de resisténcia aos antimicrobianos (Elfadadny et al.,
2023).

Nesse contexto, a identificacdo dos fatores primarios, predisponentes e perpetuantes
associada ao controle das infecches secundarias sdo essenciais para alcancar o sucesso
terapéutico e evitar a recorréncia e cronicidade das otites (Paterson, 2016; Paterson;
Matyskiewicz, 2018). Fatores de perpetuacéo relacionados a cronicidade da inflamacéo, como

a proliferacdo de agentes infecciosos associada a formacdo de biofilme, desempenham um
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papel na persisténcia da doenga, mesmo ap0ds o tratamento com antibacterianos (Chan et al.,
2019b; Nesse; Osland; Vestby, 2023).

Os biofilmes de microrganismos isolados de cées com otite externa contribuem para a
falha na efetividade da terapia topica, uma vez que diminuem a suscetibilidade as drogas
antimicrobianas (Pye et al., 2013; Nesse; Osland; Vestby, 2023). Em geral, neste estudo, a
maioria das cepas de Staphylococcus spp., P. mirabilis e P. aeruginosa foram classificadas,
quanto a capacidade de formacdo de biofilme, em moderadas ou fortes formadoras de
biofilme, corroborando com estudos anteriores (Pye et al., 2013; Chan et al., 2019b; Luciani
et al., 2023). Tal fato ocorre devido a maior frequéncia desses isolados em casos de otite
externa recorrente e a variedade de solucgdes otologicas disponiveis no mercado associada ao
uso clinico sem parametros citoldgicos, levando ao desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia.

Portanto, o presente estudo avaliou a efetividade dos antibacterianos ENR e GEN e
das formulacdes otologicas comerciais contendo enrofloxacina (FO ENR) ou gentamicina
(FO GEN) contra bactérias isoladas de cdes com otite externa. Inicialmente, ENR, GEN, FO
ENR e FO GEN foram testadas contra a forma planctonica de 36 isolados bacterianos. As
CIMs de ENR e GEN variaram de 0,0625 — 64 pg/mL, enquanto as CIMs das FO ENR e FO
GEN variaram de 0,0625 — 16 pg/mL. Esses dados demonstraram uma reducédo de até 4x na
CIM das FO em relacdo a CIM de ENR e GEN, sugerindo que o conjunto de drogas
antibacterianas, antifungicas e anti-inflamatorias nas formulagGes otoldgicas contribui no
controle de infeccBes bacterianas na otite externa. Além disso, as formulacGes otoldgicas
apresentaram concentracfes de antibacterianos acima dos valores de CIM, corroborando com
estudo anterior (Boyd et al., 2019).

Em seguida, considerando o impacto do biofilme na eficacia da terapia da otite
externa, os antibacterianos ENR e GEN e as formulagdes otoldgicas FO ENR e FO GEN
foram testadas contra biofilmes maduros dos 36 isolados bacterianos. Os antibacterianos e as
formulacBes otoldgicas erradicaram os biofilmes maduros em concentracbes de CEMBs
variando de 1 — 256 pg/mL. Estes dados sugerem que o conjunto de drogas antibacterianas,
antifungicas e anti-inflamatorias ndo interferiu na variagdo da CEMB contra os biofilmes
maduros.  Além disso, as formulagGes otologicas apresentam uma concentracdo de
antibacteriano superior aos valores de CEMB.

Os valores de CEMB foram maiores que os valores de CIM, com um aumento de
256x, 128x e 512x para os isolados de S. intermedius, P. mirabilis e P. aeruginosa,
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respectivamente, corroborando com estudos prévios (Pye et al., 2013; Luciani et al., 2023). A
diferenca entre a suscetibilidade dos isolados bacterianos na forma plancténica e de biofilme
maduro ocorre devido a arquitetura e a expressdo de bombas de efluxo no biofilme. Estes
fatores levam a menor penetracdo de agentes antimicrobianos e o aumento da pressao seletiva
em bactérias resistentes (Chan et al., 2019b; Robinson et al., 2019; Nesse; Osland; Vestby,
2023).

Portanto, este estudo demonstrou a efetividade de agentes antibacterianos presentes
em formulagdes otoldgicas topicas com concentragdes superiores aos pontos de corte clinico
contra bactérias isoladas de cdes com otite externa. Tais achados reforcam dados na literatura
que as formulacbes otolégicas disponiveis no mercado contém concentracdes de
antibacterianos que sdo capazes de inibir cepas bacterianas resistentes as terapias sistémicas,
determinadas pelo teste de sensibilidade antimicrobiana (Morris, 2004; Papich et al., 2013;
Nuttall, 2016; Boyd et al., 2019). Entretanto, essas solucfes otoldgicas sdo utilizadas de
forma descontinuada pelos tutores de cées, evidenciando uma negligéncia no tratamento da
otite externa e uma preocupacado com a emergéncia de cepas resistentes.

Assim, devido ao aumento do isolamento de microrganismos multidroga resistentes
em casos de piodermite e otite externa canina refrataria a terapia antimicrobiana (Arais et al.,
2016; Hyun et al., 2018; Costa et al., 2022; Palomino-farfan et al., 2021; Naziri; Majlesi,
2023), estratégias terapéuticas inovadoras tém sido pesquisadas para controlar o surgimento
da resisténcia antimicrobiana em patdgenos bacterianos. Nesse contexto, o reaproveitamento
de medicamentos, como antidepressivos, antipsicéticos e anti-histaminicos, tem sido uma
alternativa para superar 0s mecanismos de resisténcia antimicrobiana, uma vez que essas
moléculas atuam em alvos diferentes em comparacdo aos antibacterianos (Lagadinou et al.,
2020). Assim, devido ao desafio de tratar a otite associada ao biofilme, o presente estudo
avaliou o efeito antimicrobiano e antibiofilme da prometazina contra bactérias recuperadas de
otite externa canina recorrente.

Inicialmente, a atividade antimicrobiana da prometazina foi testada contra os 52
isolados bacterianos incluidos neste estudo em sua forma plancténica. As CIMs da
prometazina variaram de 48,83 a 781,25 pg/mL contra cepas Gram-positivas e Gram-
negativas, corroborando com estudos anteriores que descreveram a atividade inibitéria da
prometazina contra isolados de S. aureus, S. epidermidis e Streptococcus mutans (Guedes et
al., 2023b); E. faecalis (Fiallos et al., 2022) e Burkholderia pseudomallei (Sidrim et al.,
2017). A atividade antimicrobiana planctonica da prometazina parece estar associada a
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inibicdo da replicacdo bacteriana por meio do bloqueio da ligacdo do célcio a ATPase
dependente de célcio na membrana plasmatica bacteriana. Além disso, foi demonstrado que as
fenotiazinas inibem a replicacéo celular por meio da intercalacéo de bases de DNA bacteriano
(Lagadinou et al., 2020) e da inibicdo de bombas de efluxo na forma planctonica (Sidrim et
al., 2019).

Os microrganismos tém a capacidade de se adaptar a condicdes externas estressantes,
frequentemente levando a formacdo de biofilme, que, no caso da otite externa, ocorre na
superficie do canal auditivo do ouvido externo (Nuttall, 2016). Os biofilmes de
microrganismos comumente isolados de cdes com otite externa (Chan et al., 2019b; Robinson
et al., 2019; Luciani et al., 2023; Naziri; Majlesi, 2023) tém um papel importante na
patogénese da otite, atuando como fatores secundarios e de perpetuacdo, pois sdo0 menos
suscetiveis a agentes antimicrobianos (Pye et al., 2013).

No presente estudo, a atividade da prometazina foi analisada contra biofilmes
maduros, a fim de avaliar sua capacidade de romper essas estruturas microbianas, o que
facilitaria a remocdao durante o tratamento da otite externa. A prometazina erradicou biofilmes
maduros dos 52 isolados bacterianos testados, mostrando CEMBs variando de 781,25 a 3125
pg/mL, que foram significativamente maiores do que as CIMs obtidas, com um aumento de
até 64 vezes para isolados Gram-positivos e 8 vezes para Gram-negativos. Essas diferencas na
suscetibilidade entre bactérias plancténicas e suas contrapartes de biofilme sdo esperadas
devido a arquitetura dos biofilmes bacterianos e as diferencas na expressdo génica entre essas
duas formas de crescimento (Olson et al., 2002; Rabin et al., 2015).

Além de interromper a viabilidade do biofilme, a prometazina reduziu
significativamente a biomassa de biofilmes maduros para todos os 52 isolados, corroborando
estudos anteriores que descrevem a reducdo da biomassa de biofilmes maduros de cocos
Gram-positivos (Fiallos et al., 2022; Guedes et al., 2023b) e bacilos Gram-negativos (Sidrim
et al., 2017; 2019), tornando-os mais finos e menos robustos. Essas caracteristicas estruturais
foram observadas pelas analises CLSM e COMSTAT™ de biofilmes maduros apds a
exposicdo a prometazina (ha CEMB), o que causou uma reducao geral na espessura maxima e
na coesdo do biofilme, conforme demonstrado pelo aumento da relagéo superficie/volume dos
biofilmes maduros expostos a prometazina.

As bombas de efluxo desempenham um papel importante na manutencgéo de biofilmes
maduros, pois sdo fisiologicamente superexpressas para a elimina¢do de compostos toxicos,

residuos metabolicos e medicamentos antimicrobianos para o ambiente extracelular (Amaral
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et al., 2014; Sun et al., 2014, Vingopoulou et al., 2018). Assim, a inibicdo das bombas de
efluxo bloqueia a extrusdo dessas substancias com o consequente aumento da concentracdo de
compostos toxicos e antimicrobianos dentro do biofilme, levando a sua ruptura e aumentando
sua suscetibilidade a medicamentos antimicrobianos (Alav et al., 2018).

O efeito da prometazina na formagdo e manutengdo do biofilme também foi analisado
para os 52 isolados bacterianos, a fim de avaliar sua aplicabilidade como estratégia de
controle do crescimento de biofilme na otite externa canina. Em geral, considerando os dados
de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, a prometazina reduziu a biomassa de biofilmes
em crescimento, ap6s 48 horas de incubacdo, nas trés concentragdes testadas (CIM, CIM/2 e
CIM/8). Esses dados foram analisados em conjunto para simular a associacdo de
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, que é comumente descrita em cdes com
otite externa (Petrov et al., 2013; De Martino et al., 2016; Santos et al., 2019). As analises
CLSM e COMSTAT™ de biofilmes cultivados na presenca de prometazina (na CIM)
causaram uma reducdo geral na espessura maxima e na coesdao do biofilme, conforme
demonstrado pelo aumento da relacdo superficie/volume dos biofilmes cultivados na presenca
de prometazina.

A prometazina ndo reduziu significativamente a formacdo de biofilme por cocos
Gram-positivos nas diferentes concentracdes testadas. Esses achados diferem do estudo de
Guedes et al. (2023b), que avaliaram espécies de cocos Gram-positivos diferentes das testadas
no presente estudo e observaram a reducdo da biomassa de seus biofilmes em crescimento
apos a exposicdo a prometazina, especialmente na CIM. Quanto as bactérias Gram-negativas,
a prometazina reduziu a biomassa dos biofilmes em crescimento de E. coli e P. aeruginosa
nas concentracdes CIM e CIM/2 e de P. mirabilis em todas as concentracfes testadas,
corroborando com estudos anteriores que relataram que os inibidores da bomba de efluxo,
especialmente as fenotiazinas, reduzem a formacdo de biofilme por isolados Gram-negativos
(Baugh et al., 2014; Sidrim et al., 2017; 2019).

Em seguida, foi testado o efeito da prometazina na dindmica da formacdo de biofilme
durante 120 horas, a fim de avaliar a prevencdo a longo prazo da formacao de biofilme pela
prometazina e sua aplicabilidade como estratégia de controle do crescimento de biofilme na
otite externa canina. Nessa etapa, foram incluidos 12 isolados (seis Gram-positivos e seis
Gram-negativos) e a prometazina reduziu significativamente a biomassa de seus biofilmes em

crescimento na CIM as 48, 72, 96 e 120 horas de incubagéo.
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Quando a prometazina foi adicionada a CIM/2, reduziu a biomassa dos biofilmes em
crescimento as 48, 96 e 120 h. Com relacdo aos cocos Gram-positivos, a prometazina ndo
causou reducdes estatisticamente significativas na biomassa dos biofilmes em crescimento,
mas houve uma tendéncia de reducdo quando os biofilmes foram cultivados na presenca de
PMZ a CIM e CIM/2, durante as 120 h de incubagéo. Quanto aos bacilos Gram-negativos, a
prometazina reduziu significativamente a biomassa dos biofilmes em crescimento na CIM,
durante as 120 horas testadas. Quando a prometazina foi adicionado a CIM/2, reduziu a
biomassa dos biofilmes em crescimento as 48, 96 e 120 h. Esses achados demonstram o
potencial da prometazina para controlar a formacdo de biofilme por bactérias associadas a
otite média canina.

Estudos anteriores descreveram o papel dos processos alérgicos no desenvolvimento
da otite externa, enfatizando a terapia anti-inflamatoria tépica associada ao controle de
infecgBes secundarias como essencial para obter sucesso no tratamento e evitar a recorréncia e
a cronicidade da otite externa (Saridomichelakis et al., 2007; Nuttall, 2016; Paterson;
Matyskiewicz, 2018). Bergvall et al. (2017), por exemplo, demonstraram a eficacia do uso
topico de aceponato de hidrocortisona em orelhas de cdes com dermatite atdpica, reduzindo a
taxa de recorréncia da doenca.

Além das propriedades antimicrobianas e antibiofilme da prometazina, este farmaco
impede a acdo da histamina, um mediador pro-inflamatério celular, e, consequentemente,
bloqueia o aumento da permeabilidade vascular, a formacdo de edema e a exacerbagdo do
prurido em processos alérgicos (Chan et al., 2007; Cantinasi et al., 2013). Foi demonstrado
gue o uso tdépico de antagonistas H1, incluindo a prometazina, diminui a inflamacéo e mantém
a homeostase da barreira da pele em dermatoses inflamatorias alérgicas em humanos (Lin et
al., 2013). Portanto, a prometazina é uma abordagem promissora na terapia de manutencao
proativa de longo prazo para evitar recaidas de otite externa alérgica em caes, pois participa

do controle do processo inflamatdrio.



98

8. CONCLUSAO

A otoscopia e citologia associadas aos exames de cultura e sensibilidade
antimicrobiana séo essenciais para a escolha de antibacterianos e 0 monitoramento de cepas
resistentes em infeccBes bacterianas recorrentes associadas a otite externa.

As otites eritemato-ceruminosas sdo mais predominantes na rotina clinica e
apresentam uma associacao entre escores de severidade moderado para o achado clinico de
secrecao seborreica, presenca em maior nimero de cocos, bacilos e leveduras na citologia e
isolamento bacteriano de S. intermedius, S. schleiferi e P. mirabilis.

As otites supurativas apresentam uma associacao entre escores de severidade severo
para 0os achados clinicos de eritema, hiperplasia glandular, erosdo/ulceracdo e exsudato
purulento, presenca macica de cocos, bacilos e neutrdfilos na citologia e isolamento
bacteriano de S. schleiferi, P. mirabilis e P. aeruginosa.

As otites externas demonstram uma predominancia de apenas um isolado bacteriano,
sendo mais comum as espécies de S. intermedius, P. aeruginosa, S. schleiferi e P. mirabilis,
sendo as duas Ultimas mais relacionadas a presenca de biofilme na macroscopia e citologia.
Cepas de S. intermedius, S. schleiferi e P. mirabilis demonstram maior padréo MDR de
resisténcia antimicrobiana.

As formulacBGes otoldgicas comerciais apresentam agentes antibacterianos com
concentragcfes superiores aos pontos de corte clinico contra bactérias isoladas de cdes com
otite externa. Essas formulagdes sdo capazes de inibir o crescimento planctonico e erradicar a
biomassa de biofilmes maduros de cepas bacterianas resistentes as terapias sistémicas,
determinadas pelo teste de sensibilidade antimicrobiana.

A prometazina apresenta atividade antimicrobiana e efeito antibiofilme, que inibi o
crescimento bacteriano planctonico, erradica e diminui a biomassa de biofilmes maduros e
controlou a formacdo de biofilme durante 120 horas. Essas descobertas incentivam o uso da
prometazina para o tratamento e a prevencdo de otite externa com infeccdo bacteriana

recorrente.
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