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RESUMO

MALASSEZIOSE AURICULAR CANINA: ESTUDO DE PREVALENCI A EM 112 CAES
NUM HOSPITAL VETERINARIO EM ALMADA

Com este trabalho pretendeu contribuir-se para o conhecimento sobre a otite
causada por Malassezia pachydermatis através de um estudo de prevaléncia de
malasseziose auricular em cédes. Esta dissertacdo foi desenvolvida no a@mbito do estagio
curricular do Mestrado Integrado de Medicina Veterindria da Universidade Luso6fona de
Humanidades e Tecnologias que se realizou entre Setembro de 2009 e Fevereiro de 2010
no Hospital Veterindrio SOSVET em Almada. As percentagens de presenca de Malassezia,
independentemente do tamanho da populacéo fungica, em animais saudaveis (36,11%) e
em animais com otite externa (85,29%) estdo em concordancia com estudos anteriores. A
maior prevaléncia de malasseziose (em termos de sobrecrescimento de Malassezia) em
animais com sinais de otite (79,41%) e animais com orelhas pendulares (31,65%), assim
como a aparente susceptibilidade da raca Cocker spaniel também sdo aspectos referidos
em estudos anteriores. O estudo permitiu evidenciar uma relacao estatisticamente relevante
entre a presenca de otite e o sobrecrescimento de Malassezia, porém néo ficou provada a
relacdo entre a ocorréncia de sobrecrescimento de Malassezia com a idade, sexo, tipo de
orelha ou histéria clinica. Este estudo permitiu verificar que nenhum dos dois ouvidos estava
particularmente predisposto ao sobrecrescimento, que 35,42% dos animais com presenca
de Malassezia auricular tinham tamanhos de populacéo diferentes entre ouvidos e que 0s
€ocos eram as principais bactérias associadas a Malassezia nos ouvidos. O estudo também
deixou perceber como pode ser complicada e subjectiva a avaliacdo de citologias

auriculares face a auséncia de consenso sobre valores de referéncia.

Palavras-chave: Malassezia pachydermatis, otite a Malassezia, citologia auricular, anti-

fungicos



ABSTRACT

CANINE AURICULAR MALASSEZIASIS: PREVALENCE STUDY IN 112 DOGS IN A
VETERINARY HOSPITAL IN ALMADA

With this work we mean to contribute to the knowledge about otitis caused by
Malassezia pachydermatis through a study on the prevalence of canine auricular Malassezia.
This work was written as part of the curricular traineeship for “Mestrado Integrado de
Medicina Veterinaria of Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias” which took
place from September 2009 to February 2010 at SOSVET Veterinary Hospital in Almada.
The percentages of Malassezia presence, regardless of population size, in healthy animals
(36,11%) and in animals with otitis externa (85,29%) are in agreement with previous studies.
The higher prevalence of malasseziosis (as Malassezia overgrowth) in animals with signs of
otitis (79,41%) and in animals with pendulous ears (31,65%) as well as the apparent
susceptibility of Cocker spaniel dogs are also referred in previous studies. Our study showed
a statistically relevant relation between the presence of otitis and Malassezia overgrowth, but
did not show any relation of occurrence of Malassezia overgrowth with age, gender, ear
anatomy or history of a concurrent disease. Our study showed that none of the ears were
more susceptible to overgrowth, that 35,42% of dogs with auricular Malassezia had different
population sizes between ears and that cocci were the main bacteria associated with
Malassezia in the ears. The study also showed how difficult and subjective the evaluation of
auricular cytology can be when there are not definite reference values in the literature to

guide our conclusions.

Keywords: Malassezia pachydermatis, Malassezia otitis, auricular cytology, antifungal agents



ABREVIATURAS E SIMBOLOS

> - maior que

= - maior ou igual a

< - menor que

< - menor ou igual a

DMa - Dermatite a Malassezia

kg - kilograma

mg - miligrama

mm - millimetro

ODir - Ouvido Direito

OEsq - Ouvido Esquerdo

OE - Otite Externa

PO - Per Os (via oral)

SID - Semel In Die (uma vez por dia)
WHWT - West Highland White Terrier
Mm - micrémetro

X? - Qui quadrado



INDICE GERAL

INEFOAUGED ...ttt 10
1- O fungo Malassezia pachydermatis ..........ccccoceeviiiieeieecieecie e 10

1.1 - Historia, taxonomia e biologia ...........ccccoevveviieiie i, 10

1.2 - Patogenia da malasSSezZI0OSe .........ccccoveeieeiireieeiie e 13

1.2.1 - D0OeNngas SUDJACENTES .........euuuereieieeiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13

1.2.2 - Imunologia da Pele .........euveiiieeieiiiieiiieieeeeeee e 15

1.2.3 - Factores de viruléncia da Malassezia ............ccccceeeeeennnn. 16

1.3 - Potencial zoondtico da malasseziose ........ccccccocvvvvevviieeieenne. 17

2 - Otite @ MaAlASSEZIA .....ceeieeeiiie et 18

P20 R = 1T ] (o o [ - NSRRI 18

A A - 10 [0 [T o - USSR 19

2.3 - DIAgNOSHICO ...ocvvieiiiciiecte et 21

2.4 - TratamMENTO .....eeiieiiiiiiie e 26

G T @] o] 1= o4 110 RS 31
Material € MELOUOS ... e 32
RESUIAAOS ...t 37
[ 11T o U ST Y- Lo P 42
CONCIUSEAOD ...ttt ettt e s et ne e 49
BIDIOGIafia ....c.ovcveiicic s 50



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 — Causas de OE e factores envolVidOsS .........cccooiiioiiiiiiinii e
Tabela 2 — Valores de referéncia para Malassezia na citologia auricular .......................
Tabela 3 — Exemplos de produtos de limpeza auricular ...........cccccooei .
Tabela 4 — Exemplos de produtos tépicos para tratamento de otite a Malassezia .........
Tabela 5 — Distribuicéo racial da populacéo testada (n=112) ..........cccceeevvvieenenn.
Tabela 6 — Prevaléncia da malasseziose (sobrecrescimento de Malassezia) em caes
em relacd@o a diferentes VariAveisS ........cevvvevieiviiiiiiiiieece e
Tabela 7 — Resultados do teste X* de Pearson para a relacdo entre o
sobrecrescimento de Malassezia e as variaveis d0S CEES .........cccveveveeeiiiiiiiiieieee e
Tabela 8 — Resultados do teste exacto de Fisher para a relagédo entre o

sobrecrescimento de Malassezia € @ raga d0S CAES .......uuvvvvrrrererrrererirereererererererereaeaeeee



INDICE DE GRAFICOS

Gréfico 1 — Distribuicdo sexual populagéo testada (N=112) .........ccoovvcvvvrveeeeeeiniinneneennn.
Gréfico 2 — Distribuicdo etéria da populacao testada (N=112) .......cccceeveeeeviiiviiineeeeennnns

Gréfico 3 — Distribuicdo da populacéo testada de acordo com o tipo de orelha

Grafico 5 — Distribuicdo da populacao testada de acordo com presenca ou auséncia
de otite no momento da recolha das amostras (N=70) ..............oeeeeeei e e e e
Grafico 6 — Numero de animais de acordo com as populacdes de Malassezia
0DSENVAAAS (NZL12) oo
Grafico 7 — Tamanho da populacdo de Malassezia em animais com e sem otite
(respectivamente N=34 € NT36) ...ccoieeiiiiieeeice e ce e e
Grafico 8 — Diferencas de tamanho das popula¢des de Malassezia entre

(o0 T [0 1=
Gréfico 9 — Numero de animais com sobrecrescimento de Malassezia de acordo
COM A TAGA (NT34) ..ttt e e et e e e e e r e e e e e e s e b nneeeeeenaaaas
Gréfico 10 — Populacdes de Malassezia observadas nos ouvidos direito e esquerdo
individualmente (respectivamente N=110 € N=112) ........ccccccciuummmmmmmmmmeineeeieeeeeeeeeeeeeeeee
Gréfico 11 — Caracterizacdo da populagdo microbiana na citologia dos animais com
sobrecrescimento de Malassezia (N=34) ..o e
Gréfico 12 — Presenga/auséncia de otite nos animais com sobrecrescimento de

Malassezia associado a DaCLEras (NZ7) ..uvvveveeeeeiiiiiiiiii e e

33

34

34

37

37

38

39

40

40



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 — Aspecto de M. furfur a microscopia electrénica ............cccccceeeveiiie.
Figura 2 — Cultura de M. pachydermatis em meio Sabouraud a 37°C .........................

Figura 3 — Aspecto eritematoso de malasseziose das pregas faciais num Bulldog

Figura 8 — A coloragdo Diff-QUIK® ........ccooiiiiiiiie
Figura 9 — Citologia auricular de Um CA0 .........ocooiiiiiiiii e
Figura 10 — Citologia auricular de um cdo com otite polimicrobiana (x1000) ...............
Figura 11 — Citologia auricular de um cdo com otite a Malassezia (x1000) .................
Figura 12 — Protocolo de limpeza auricular e administracdo de medicamentos
1007 o] [0 0 1S USRS
Figura 13 — Exemplo de lamina de microscopio identificada e corada .........................
Figura 14 — Aspecto microscépico de amostras com diferentes tamanhos de
populacédo de Malassezia (XL000) ......ccoiiiiiiiiiiiiiieiee e
Figura 15 — Citologia auricular de uma cadela de raca indeterminada com 8 anos
onde s&o visiveis fungos do género MalassSezia ........cccccceevevuruvniiniiiiiiiiiiiiiiereaanes
Figura 16 — Aspecto microscépico dos ouvidos direito e esquerdo de um céo de 10

anos da raca Cocker com polipos auriculares e descarga auricular fétida (x1000) .....

30
35

36

43



INTRODUCAO

1- O fungo Malassezia pachydermatis

1.1 - Historia, taxonomia e biologia

O género Malassezia inclui fungos lipofilicos que fazem parte da microflora cutanea
normal da maioria dos animais de sangue gquente (Cafarchia & Otranto, 2008) sendo muito
raramente encontrados no meio ambiente (Chen & Hill, 2005). A Malassezia pachydermatis
(M. pachydermatis) distingue-se das outras espécies do género por ser a uUnica nao-
lipodependente (ou seja, a Unica espécie do género a ndo requerer lipidos no meio de
cultura para crescer) (Guillot & Bond, 1999). As espécies lipodependentes estdo sobretudo
associadas a doencas dermatolégicas no Homem, enquanto a M. pachydermatis é
principalmente um fungo comensal oportunista de carnivoros domésticos e silvestres
(Cafarchia et al., 2005b).

Em 1846, Eichstedt descreveu pela primeira vez o fungo que viria a formar o género
Malassezia (Chen & Hill, 2005). Desde essa data, a taxonomia do género Malassezia tem
sido objecto de controvérsia e a classificacdo da M. pachydermatis ndo foi excepcdo. Em
1925, Weidman observou células aparentadas a fungo com forma de garrafa num
rinoceronte-indiano com dermatite exfoliativa; este microrganismo conseguia crescer em
meios vulgares, sem suplementacdo lipidica, formando col6nias de crescimento lento,
amarelas escuras e secas; o0 nome Pityrosporum pachydermatis foi escolhido pela
semelhanca com P. ovale, agente da caspa no Homem (Guillot & Bond, 1999). A M.
pachydermatis também foi classificada como Pityrosporum canis, por Gustafson em 1955,
até que Slooff, em 1970, propbs que todas as estirpes capazes de crescer em meio sem
suplementacéo lipidica fossem incluidas numa Unica espécie, Pityrosporum pachydermatis
(Chen & Hill, 2005). S6 em 1986, com a unificacdo dos géneros Pityrosporum e Malassezia
(em referéncia a Louis-Charles Malassez, anatomista e histologista francés do século XIX),

€ que o nome Malassezia pachydermatis foi adoptado (Chen & Hill, 2005).

Actualmente encontram-se identificadas 13 espécies de Malassezia: M.
pachydermatis, M. furfur, M. sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M. slooffiae,
M. dermatis, M. equi, M. japonica, M. nana (Cafarchia, Gallo, Capelli & Otranto, 2005a), M.
caprae e M.equina (Galuppi & Tampieri, 2008).
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Num estudo de 1997, M. pachydermatis foi classificada em sete tipos de sequéncia,
de la a lg, que diferiam entre si por 1 a 5 mutacdes; o tipo la parece ser o mais ubiquitario
tendo sido isolado de carnivoros domésticos e silvestres, de um macaco e do Homem,
enguanto os tipos Ic, Id, Ig sdo aparentemente hospedeiro-especificos, respectivamente, de
rinoceronte, cdo e furdo (Guillot, Guého, Chévrier & Chermette, 1997). Nesse mesmo
estudo, concluiu-se que a pele pode ser colonizada por mais do que um tipo de M.
pachydermatis, e que a presenca de um determinado tipo de sequéncia ndo esti

correlacionada com a presenca ou auséncia de lesfes.

A M. pachydermatis foi isolada a partir de carnivoros domeésticos e silvestres, como
cdes, gatos, ursos, furbes e raposas, e também de outros animais como rinocerontes,
porcos, primatas, pinipedes, cavalos e aves, e excepcionalmente em roedores e lagomorfos
(existem algumas descricdes em porco-da-india e coelho) (Guillot & Bond 1999; Galuppi &
Tampieri, 2008).

Os fungos do género Malassezia sé@o células redondas a ovais que se reproduzem
por gemulacdo unipolar formando um colarete distinto na célula mae que Ihes confere a
caracteristica forma de amendoim (Scott, Miller & Griffin, 2001b) (figura 1). Tém 2-3 ym de
largura por 4-5 ym de comprimento, ultra-estruturalmente tém uma parede espessa, até 0,25
pm, multilamelar e a superficie interna da parede celular tem aspecto enrugado que
corresponde a invaginacdo helicoidal da membrana plasmatica a volta da célula e que as

células filha adquirem com o tempo (Guillot & Bond, 1999).

Figura 1 — Aspecto d&l. furfur a microscopia electronica. Esta imagem mostrarmdatipica do género
Malassezia sp conferida pela gemulagéo unipolar que formecalarete distinto na célula mée (seta) (adaptado
de DiSalvo, 2008).

Estes fungos produzem uma variedade de enzimas que sdo de interesse pelo

potencial papel na patogenia, inflamagéo e prurido da malasseziose, possivelmente através
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da proteolise, lipdlise, alteracdo do pH local ou ainda activacdo do complemento (Scott et al.,
2001Db).

Como fungo lipofilico, o seu crescimento € favorecido pela presenca de lipidos
embora esta ndo seja um requerimento absoluto: a cultura de Malassezia pode entdo ser
realizada em meios como Sabouraud-glucose (que ndo contém lipidos) produzindo colénias
convexas, pastosas, com uma superficie lisa e seca, inicialmente brancas a marfim mas que
escurecem para tons de castanho com o tempo (figura 2), tém entre 3 e 5 mm de didametro
aos 7 dias de incubacgéo; podem crescer entre 25 e 41°C (sendo a temperatura 6ptima 37°

C), sdo muito sensiveis ao frio, o seu desenvolvimento é favoravel em condi¢cdes aerobias,

microaerofilicas ou capneicas, mas pobre em anaerébias (Guillot & Bond, 1999).

Figura 2 — Cultura dé/. pachydermatis em meio Sabouraud a 37°C. a) Aspecto tipico dénad deM.
pachydermatis; b) Aspecto de coldnias escurecidas pelo tempapfado de Rochette & Van Cutsem, 1991).

Em cées e gatos, a colonizagdo da pele por Malassezia ocorre logo no periodo
perinatal (Morris, 2006). Apesar das espécies lipodependentes serem maioritariamente
encontradas no Homem e a M. pachydermatis ser praticamente exclusiva de carnivoros
domésticos e silvestres, encontra-se descrita a existéncia de M. pachydermatis no Homem
(Morris, O"Shea, Shofer & Rankin, 2005). No céo foram também ja isoladas M. furfur e M.

sympodialis e no gato M. furfur, M. sympodialis, M. nana e M. globosa (Outerbridge, 2006).

Um estudo de Bond, Saijonmaa-Koulumies & Lloyd (1995) em cédes saudaveis
identificou a regido perianal como o local mais frequentemente colonizado sendo possivel
gque represente um reservatorio de M. pachydermatis no cdo. Nesse mesmo estudo eram
infrequentemente colonizados o nariz, boca, prepucio e vulva, na axila e zona inguinal as
populacdes eram pequenas e esporadicas, enquanto os labios e espacos interdigitais

tinham populacdes significativas. Cafarchia et al. (2005b) chegaram a mesma conclusdo
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guanto a zona perianal como possivel reservatoério, e também destacaram o ouvido externo
como local com maiores populaces de Malassezia, juntamente com a zona perioral. O olho

€ um local raro de isolamento (Prado et al., 2004; Prado et al., 2008).

1.2 - Patogenia da malasseziose

Os factores envolvidos na proliferacdo de M. pachydermatis e a sua passagem de
comensal a agente patogénico ndo se encontram bem esclarecidos mas pensa-se que
envolvam factores ambientais, do hospedeiro, assim como factores de viruléncia da propria
Malassezia (Guillot & Bond, 1999).

A malasseziose parece ser mais comum em climas e estacbes do ano mais
guentes e humidas e em locais anatdbmicos como pregas cutaneas, 0 que vai de encontro
com o que tem sido referido na literatura sobre a humidade como factor predisponente
(Scott et al., 2001b).

O sobrecrescimento da Malassezia pode ser devido a altera¢cdes do microambiente
cutaneo e/ou dos mecanismos de defesa do hospedeiro e essa proliferacdo é um passo

importante para a dermatite e/ou otite por Malassezia (Cafarchia & Otranto, 2008).

1.2.1 - Doengas subjacentes

As doencas primarias que aumentem a humidade, alterem a composicao lipidica da
superficie cutdnea e/ou causem disrup¢ao da funcéo barreira do estrato cérneo favorecem o
sobrecrescimento secundario do microrganismo (Morris, 2006).

As doencas inflamatdrias pruriticas como as doencas de hipersensibilidade/alergia
(atopia, dermatite alérgica a picada da pulga, alergia alimentar, alergia de contacto) e
doencas parasitarias (ex. sarnas otodécica, sarcoptica ou demodécica) e bacterianas
(piodermite) causam alteragées no microclima cutaneo pela disrupgéo da funcao barreira em
animais que se cocam, pelo aumento de humidade em animais que se lambem e também
pelo aumento da producgéo de sebo (Morris, 2006; Cafarchia & Otranto, 2008).

As doencas metabdlicas como a dermatose responsiva ao Zinco e a necrolise
migrante cutanea que causam hiperqueratose paraqueratética sdo também factores de
risco, bem como defeitos de queratiniza¢do (por exemplo, a seborreia primaria do Cocker
spaniel) (Morris, 2006; Cafarchia & Otranto, 2008). As endocrinopatias como o0

hiperadrenocorticismo e a Diabetes Mellitus alteram as caracteristicas do sebo e a funcéo
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do estrato cOrneo para além de deprimirem o sistema imunitario (Morris, 2006; Cafarchia &
Otranto, 2008).

Outros exemplos de causas de disfuncdo dos mecanismos de defesa do
hospedeiro incluem as viroses (em particular, nos gatos, os virus da imunodeficiéncia felina
e da leucemia felina), antibioterapia e/ou corticoterapia (no entanto, estas terapias como
factores predisponentes para malasseziose sdo controversas) (Morris, 2006; Cafarchia &
Otranto, 2008). No Homem foi descrito que a antibioterapia favorecia infec¢des fungicas
como Candida spp. e M. furfur (por eliminacédo das bactérias que competem com os fungos
pelos recursos do hospedeiro) e dai a hipbtese de que esta susceptibilidade seria possivel
também nos cées, porém, num estudo, os Staphylococcus intermedius foram prontamente
isolados de todos os animais, indicando que as popula¢bes bacterianas podem estar
aumentadas em cdes com malasseziose (Bond, Ferguson, Curtis, Craig & Lloyd, 1996). A
conclusao deste estudo vai de encontro a possibilidade de uma simbiose entre o fungo e a
bactéria, que serd adicionalmente desenvolvida no texto.

A displasia epidérmica do West Highland White Terrier (WHWT) pode estar
associada com uma predisposi¢cdo genética para uma fraca resposta das células T aos
fungos (Nardoni, Corazza & Mancianti, 2008). Esta displasia epidérmica do WHWT foi
descrita como uma disfuncdo congénita da queratinizacdo que os predispunha a infeccdo
por Malassezia, no entanto, Nett, Reichler, Grest, Hauser & Reusch, em 2001, numa
descricdo de caso clinico, levantaram a duvida sobre se essa doenca seria realmente uma
doenca congénita ou seria pelo contrdrio uma reaccdo especifica da epiderme a uma
dermatite crénica severa com infeccdo secundaria por Malassezia.

A leishmaniose canina esta associada a um aumento in vitro das populacfes de
Malassezia e da producao de fosfolipase (potencial factor de viruléncia), sugerindo que esta
doenca pode constituir uma causa predisponente ao sobrescrescimento fungico (Cafarchia
et al., 2008).

Nos gatos, a atopia, a alergia alimentar e as ectoparasitoses sdo as principais
doencas subjacentes (Morris, 2006). Ha que salientar que nos gatos a malasseziose ja foi
relacionada com a alopécia paraneoplasica (associada a tumores pancreaticos ou
hepatobiliares) e a dermatose associada a timoma (dermatite exfoliativa dorsal ou
generalizada) (Forster-Van Hijfte, Curtis & White, 1997; Godfrey, 1998; Mauldin, Morris &
Goldschmidt, 2002; Rottenberg, von Tscharner & Roosje, 2004).

14



1.2.2 - Imunologia da pele

A pele tem funcbes de proteccdo quimica, fisica e microbiolégica. A epiderme,
primeira linha de defesa da pele, tem queratindcitos, células de Langerhans, linfocitos T
epidermotropicos, células dendriticas e mastécitos como principais células envolvidas na
defesa imunitaria (Scott et al., 2001b; Chen & Hill, 2005).

A resposta da pele a insultos consiste nha activacdo do sistema imunitario e
proliferacdo das células da camada basal da epiderme: o primeiro mecanismo resulta em
inflamacado cutanea, o segundo em hiperplasia epidérmica, hiperqueratose e liquenificacéo;
ambas as reacc¢bes sdo vistas na malasseziose, 0 que € indicativo do seu envolvimento na
patogenia (Chen & Hill, 2005).

Pensa-se que os antigénios produzidos pela Malassezia na superficie cutanea
podem penetrar na pele do animal, sendo capturados pelas células de Langerhans ou
células dendriticas apresentadoras de antigénio com posterior migra¢do para os linfonodos
regionais e estimulagdo de linfécitos Thl e/ou Th2 (dependendo das citocinas presentes no
meio) e consequente producdo de imunoglobulinas IgG e/ou IgE pelos plasmécitos
(linfécitos B activados pelos linfocitos T); as IgG poderiam activar por sua vez o sistema
complemento causando lesdo e inflamacdo da epiderme enquanto as IgE levariam a
reaccdes de hipersensibilidade tipo 1 (as IgE poderiam causar sensibilizacdo dos mastécitos
cutaneos que, expostos subsequentemente ao antigénio da Malassezia, libertariam uma
variedade de mediadores inflamatérios) (Chen & Hill, 2005).

A natureza hipersensivel da malasseziose é enfatizada pela boa resposta ao
tratamento anti-fungico de cdes com sintomatologia classica mas nos quais a citologia
revela poucos ou nenhuns microrganismos, daqui também resulta que no diagndstico da
malasseziose a resposta ao tratamento € essencial (Peano & Gallo, 2008). A
hipersensibilidade na patogenia da malasseziose tem sido estudada principalmente em caes
atopicos. Os cdes com dermatite atOpica tém reaccbes de hipersensibilidade tipo 1 a
injeccdo de extractos brutos (Morris, Olivier & Rosser, 1998) e comerciais (Farver, Morris,
Shofer & Esch, 2005) de M. pachydermatis; tém também niveis séricos aumentados de IgE
anti-Malassezia (Nuttall & Halliwell, 2001) e aumento da blastogénese linfocitaria in vitro em
resposta a administracdo de um extracto bruto de M. pachydermatis (Morris, Clayton,
Drobatz & Felsburg, 2002). Morris & DeBoer (2003) demonstraram a capacidade de IgE
séricas anti-Malassezia em causar reac¢fes de hipersensibilidade imediatas (ou seja, usar
soro para transferir a reactividade tipo 1 de um cdo afectado para um céo receptor
saudavel). Existe a hipotese que os cdes atépicos desenvolvem resposta humoral tipo Th2

com producdo elevadas de IgG e IgE ao contrario de animais nao-atbpicos que
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desenvolvem uma resposta celular tipo Thl capazes de eliminar a infec¢do fungica (Farver
et al., 2005); assim, a producdo de imunoglobulinas ndo parece ser protectora. O estudo de
1998 por Bond, Elwood, Littler, Pinter & Lloyd relata que a resposta proliferativa in vitro de
células mononucleares do sangue periférico de cdes de raca Basset hound saudaveis
expostos a antigénio de Malassezia excedeu a de cdes Basset hound com seborreia e
elevada populacdo de Malassezia; os autores afirmam que nos cdes saudaveis esta
proliferacdo pode ser uma resposta normal ao desafio antigénico mas que nos caes
afectados pode significar uma resposta imunitaria celular fraca, ou seja, o desenvolvimento
de doenca cronica face a titulo elevado de imunoglobulinas indica que niveis elevados de

imunoglobulinas ndo previnem doencgas associadas a Malassezia (n&o sdo protectores).

1.2.3 - Factores de viruléncia da Malassezia

A Malassezia pode ter factores de viruléncia que contribuam para a patogenia da
doenca. Como j& exposto anteriormente, a Malassezia produz enzimas e estas podem
alterar o microclima cutaneo: por exemplo, as fosfolipases podem alterar a pelicula lipidica
cutanea, as proteases podem induzir inflamac&o e prurido através da protedlise e activagédo
do complemento, enquanto as lipases alteram a producdo de sebo e produzem &acidos
gordos livres (os lipidos libertados servem entdo para a nutricdo do fungo mas também
como protecc¢do por inibicdo da multiplicacdo de outros microrganismos) (Chen & Hill, 2005;
Nardoni et al., 2008). Um estudo mostrou que a maioria dos cdes nos quais as amostras sdo
colhidas de lesbes apresenta isolados de Malassezia produtores de fosfolipases em
oposicdo a cdes saudaveis e cdes afectados nos quais as amostras foram colhidas de
zonas nao-lesionadas (Cafarchia & Otranto, 2004).

A Malassezia possui zimogénios, pré-enzimas inactivas, na sua parede celular
capazes de activarem o sistema complemento, 0 que resultaria na lesdo dos queratindcitos
com o aparecimento de espongiose epidérmica, inflamacéo e prurido; para além disso, uma
epiderme disfuncional que ndo consegue reter a 4gua aumenta a humidade na superficie
cutanea, e a disfuncéo da barreira pode permitir a exposi¢cdo dos antigénios e produtos da
Malassezia ao sistema imunitério levando a inflamag&o e/ou reacgéo de hipersensibilidade
(Chen & Hill, 2005).

A aderéncia é a ligacdo especifica dos microrganismos as células e tecidos e
pensa-se que tenha um papel importante na colonizagdo e infeccdo dos mamiferos por
fungos patogénicos; permite aos fungos resistirem a forcas fisicas que, de outra forma,
resultariam na sua remocao e pode preceder a outros eventos patolégicos como germinacao

e invasdo (Guillot & Bond, 1999). No caso de M. pachydermatis, sugere-se que as
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moléculas de adesao sejam proteinas ou glicoproteinas sensiveis a tripsina (Guillot & Bond,
1999) mas um estudo falhou em demonstrar uma relacdo clara entre a aderéncia da M.
pachydermatis in vitro e a susceptibilidade de colonizacdo de caes, gatos e humanos por

estes fungos in vivo (Bond, Wren & Lloyd, 2000).

1.3 - Potencial zoonético da malasseziose

No Homem, a Malassezia também pode ser encontrada na pele normal assim como
pode participar em varias doencas cutaneas e sistémicas. Esta frequentemente associada a
pitiriase versicolor (ou tinea versicolor) que é uma das doencgas de pigmentacdo mais
comuns na dermatologia humana, mas também a outras doencas como a foliculite por

Malassezia, dermatite seborreica e caspa e dermatite atpica (Chen & Hill, 2005).

A fungemia por Malassezia também j& foi descrita e a maioria dos casos é da
responsabilidade da M. furfur, que causou infeccdo sistémica de origem sanguinea em
pacientes (imunocomprometidos, neonatos) que recebiam infusfes parenterais nutricionais
ricas em lipidos, no entanto, também j& foi atribuido um potencial zoondtico a M.
pachydermatis em populacfes similares mas nestes a infuséo lipidica ndo era um requisito
(Morris et al., 2005). Outro caso descrito de infeccdo nosocomial atribuida a Malassezia
sugeriu os cdes do pessoal hospitalar como fonte da infeccdo numa unidade de cuidados
intensivos pediatricos: isolou-se uma estirpe igual de M. pachydermatis tanto nas criancas,
como de uma enfermeira e 3 caes do pessoal (Chang et al., 1998). O estudo de Morris et al.,
em 2005, demonstrou a presenca de M. pachydermatis em cerca de 93% dos participantes
humanos (todos os patrticipantes tinham cdes como animal de companhia; a andlise foi feita
por PCR), o que sublinha a importancia da higiene nos hospitais. No entanto, os autores
consideram o transporte mecéanico do microrganismo como risco baixo para a Saude
Pulblica, até porque existem raros relatos de septicemia associada a M. pachydermatis
(Morris et al., 2005).

17



2 - Otite a Malassezia

2.1 - Etiologia

A doenca otolégica mais comum nos cées e gatos é a Otite Externa (OE), com uma
prevaléncia entre 10 e 20% da populacdo canina e entre 2 e 10% da populacéao felina (Cole,
2004).

A OE tem uma etiologia multifactorial (tabela 1) envolvendo factores
predisponentes, que tornam o ouvido mais susceptivel a otite mas ndo sdo responsaveis por
si s0, causas primarias, que iniciam uma otite em ouvidos de outra forma saudaveis, causas
secundarias, que contribuem para ou causam patologia somente num ouvido afectado ou
gquando associadas a factores predisponentes, e factores perpetuadores, que impedem a

sua resolugéo (Scott et al., 2001a; Lyskova, Vydrzalova & Mazurova, 2007).

Tabela 1 — Causas de OE e factores envolvidos t@dlagle Scotet al., 2001a e Lyskova, Vydrzalova
Mazurova, 2007).

Factores Causas primarias Causas secundarias Factores
predisponentes perpetuadores

- maceracado do canal | - parasitas - bactériasStaphylococcus | - respostas
auditivo - corpo estranho intermedius e patoldgicas (como a
- aumento da - hipersensibilidade (por Pseudomonas spp; hiperqueratose)
temperatura exemplo, atopia, alergia - fungos:Malassezia - alteragBes da
- aumento da humidadgalimentar) pachydermatis, Candida membrana timpénica
- diminuicdo do lumen | - defeitos de queratinizagaqg albicans - altera¢Bes do
do canal auditivo - doengas auto-imunes ouvido médio

A M. pachydermatis representa um dos agentes patogénicos principais juntamente
com Staphylococcus intermedius e Pseudomonas aeruginosa (esta € pouco comum como
agente primario mas tem papel importante na OE cronica) (Lyskova et al., 2007; Swinney,
Fazakerley, McEwan & Nuttall, 2008). A grande maioria das otites sdo polimicrobianas,
sendo que uma das associagfes mais comuns é a Malassezia pachydermatis com o
Staphylococcus intermedius (Oliveira, Leite, Brilhante & Carvalho, 2008). Fala-se de uma
relacdo simbidtica entre estes dois microrganismos que utilizam os produtos metabdlicos um
do outro (os produtos proteoliticos da Malassezia e o acido nicotinico do Staphylococcus)
(Lyskova et al., 2007). A distin¢do entre otite a Malassezia e otite bacteriana s6 é possivel
com uma citologia, apesar da tentacao em tirar conclusées baseadas no cheiro e aspecto do

exsudado auricular; por exemplo, um cerimen amarelo a castanhado claro esta
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classicamente associado a infeccéo bacteriana enquanto um cerimen gorduroso cor de mel
ou acastanhado indicaria infeccdo por Malassezia (Angus, 2004).
A OE também pode envolver outras espécies de Malassezia, como por exemplo, M.

furfur e M. obtusa em cées e M. furfur e M. sympodialis em gatos (Angus, 2004).

2.2 - Patogenia

A M. pachydermatis é um microrganismo comensal do canal auditivo externo,
estando presente entre 10% (Lyskova et al., 2007) e 50% (Crespo, Abarca & Cabafies,
2002) dos ouvidos de cédes saudaveis, e entre 30% (Lyskova et al., 2007) e 83% (Angus,

2004) em cées com OE.

Gustafson em 1955 foi o primeiro a propor o envolvimento da Malassezia na
patogenia da otite externa no céo tendo ele conseguido induzir, experimentalmente, otite

externa por inoculagcédo de Malassezia no canal auditivo externo (Guillot & Bond, 1999).

Os ouvidos constituem ambientes frageis onde pequenas mudangas no microclima
podem alterar o equilibrio delicado das secre¢cfes e da microflora resultando em infeccdes
oportunistas que podem perpetuar processos inflamatorios subjacentes (Ginel, Lucena,
Rodriguez & Ortega, 2002). O sobrecrescimento fangico parece ocorrer mais nos ouvidos de
cdes com otite alérgica e seborreica, com endocrinopatias € com imunossupressao
iatrogénica (Morris, 2006). A dermatite alérgica (principalmente a atopia) no cdo e a sarna
otodécica no gato parecem ser as doencas subjacentes mais comuns (Ginel et al., 2002). A
temperatura e humidade mais altas em relacdo a superficie cutanea assim como a presenca
de cerumen rico em lipidos fazem dos ouvidos um meio favoravel ao crescimento fungico
(Morris, 2006). Também ¢é frequente ocorrer em caes saudaveis apos exposicdo dos ouvidos

a agua, sendo este denominado “ouvido de nadador” (Morris, 2006).

Na literatura sobre a malasseziose, existe uma predominancia de publicagcbes sobre
Dermatite a Malassezia (DMa) e a otite a Malassezia parece ser por vezes considerada
como uma extensdo da DMa, apesar dos ecossistemas do ouvido e da pele serem
diferentes (Cafarchia et al., 2005b; Peano & Gallo, 2008; Nardoni et al., 2008; Negre,
Bensignor & Guillot, 2009). E possivel ent&o que alguns factores de risco estudados na DMa
possam ser também validos para a otite a Malassezia.

Um dos sinais clinicos mais constantes da DMa € o prurido cuja intensidade pode ir

de ligeira a severa (Chen & Hill, 2005). As lesdes caracterizam-se por eritema (figura 3),
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alopécia, exsudacdo gordurosa e descamacdo e, nos casos cronicos, pode haver
hiperpigmentacédo e liquenificacdo com halo de eritema (Chen & Hill, 2005; Outerbridge,
2006). A pododermatite e a paroniquia (figura 4) também podem ocorrer (Chen & Hill, 2005;
Morris, 2006).

Figura 3 — Aspecto eritematoso de Figura 4 — Paroniquia pddalassezia num
malasseziose das pregas faciais num cdo cruzado de Pitbull americano
Bulldog Inglés (imagem gentilmente cedida (imagem gentilmente cedida pelo Hospital
pelo Hospital Veterinario SOSVET). Veterinario SOSVET).

Nao h& evidéncia real de predisposicao sexual, racial ou etaria mas sdo varios 0s
estudos a reconhecer padrdes. Chen & Hill (2005) descrevem que as racas especialmente
predispostas geneticamente sdo o WHWT, Basset hound, Dachshund, Cocker spaniel, Shih
tzu, e Setter inglés. Outros estudos também incluem nas racas predispostas o Caniche,
Pastor Aleméo, Collie, Pastor de Shetland, Jack Russell terrier, Silky terrier, Terrier
Australiano, Springer spaniel, Terranova, Shar Pei (Nardoni et al., 2008). Porém, as
predisposi¢cfes raciais podem ser resultado de variagdes regionais. A susceptibilidade do
Basset hound é talvez a mais estudada. Estes caes tém populac6es maiores de Malassezia
que caes de raca indeterminada e com essa quantidade de microrganismos sdo mais
susceptiveis a DMa se as defesas do hospedeiro falharem, o que explica parcialmente a
predisposicao desta raca (Bond & Lloyd, 1997).

A dermatite declara-se frequentemente no Verao ou nos meses humidos, o0 que
corresponde as estacdes do ano associadas a alergias (polens, por exemplo), e persiste até
ao Inverno (Scott et al., 2001b). No entanto, o estudo de Cafarchia et al. (2005b) indica o

Inverno como estacao mais propicia a OE por Malassezia.

A Malassezia também pode causar otite média por ruptura da membrana timpéanica
com colonizacdo da cavidade timpanica tendo sido isolada Malassezia em 34,2% dos

20



ouvidos médios de cdes com otite cronica (Cole, Kwochka, Kowalski & Hillier, 1998). E
importante investigar a presenca de otite média, avaliando a integridade da membrana
timpanica, em todos os casos de OE porque certos produtos auriculares ndo poderao ser

utilizados devido a sua ototoxicidade, como se pode ler na pagina 26 (Cole, 2004).

2.3 - Diagnostico

Os sinais clinicos mais comuns de OE sao a dor, o prurido, o eritema, 0 corrimento
auricular e a descamacao epitelial (figura 5) (Lyskova et al., 2007). Os proprietérios
descrevem que o0 seu animal co¢ca muito as orelhas ou que sacode muito a cabega; podem

também notar um odor desagradavel nos ouvidos.

Figura 5 — O ouvido canino. a) Ouvido de um PeaqusEm sinais de OE; b) OEMalassezia num Caniche
(imagens gentilmente cedidas pelo Hospital VeteorfaOSVET).

O clinico deve estar atento a caracteristicas do animal que possam ser eventuais
factores predisponentes para otite a Malassezia: de acordo com um estudo, tém maiores
populacdes de Malassezia auriculares os caes machos, com menos de 1 ano de idade, com
orelhas pendulares e no Inverno (Cafarchia et al., 2005a). Prado et al. (2008) concordam
com estudo referido no que diz respeito aos cdes com orelhas pendulares estarem
predispostos a otite a Malassezia. Na obtencdo da histéria clinica, o médico veterinario
também devera estar atento a outros sinais clinicos que possam sugerir a existéncia de uma
doenca subjacente, como a politria/polidipsia e a polifagia que sdo sinais comuns de
endocrinopatias como o hiperadrenocorticismo e a Diabetes Melittus (Nelson & Couto,
2003a; Nelson & Couto, 2003b).
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No exame otoldgico (figura 6), usando canulas diferentes de ouvido para ouvido,
avalia-se a condicdo do canal auditivo, homeadamente a existéncia de eritema, estenose,
proliferacdo ou ulceracdo; pesquisa-se a presenca de corpos estranhos ou massas; avalia-
se a presenca, consisténcia e cor do exsudado e a integridade da membrana timpénica
(Cole, 2004). Se os animais tiverem muita dor, esta pode impossibilitar o exame otologico.
Nestes casos deve recorrer-se a sedacdo do animal, o que permitird um exame otolégico
correcto e completo bem como a recolha de amostras sem causar dor ao animal. Se o
conduto auditivo se encontrar eritematoso, proliferativo, estenético ou ulcerado, a
administracdo de corticosterdides sistémicos durante 2 a 3 semanas (prednisona ou
prednisolona a 1-2 mg/kg SID PO) pode ser necesséaria de modo a reduzir a inflamagéo e
dor de forma a permitir um exame adequado dos ouvidos (Cole, 2004; Nuttall & Cole, 2004).

Figura 6 — O exame otol6gico. a) O otoscédpio; byi®onamento do otoscopio no ouvido canino (imagens
gentilmente cedidas pelo Hospital Veterinario SOSYE

A realizac&o de citologia auricular é mandatoria em todos os casos de OE. E pouco
dispendiosa, de simples realizacdo e fornece resultados imediatos permitindo iniciar mais
rapidamente o tratamento (Griffin, Scott & Erb, 2006).

A colheita do cerimen € obtida através de uma zaragatoa que se insere no canal
auditivo externo até a juncéo entre os condutos vertical e horizontal onde a cartilagem faz
um angulo (figura 7) (Griffin et al., 2006). Devem ser colhidas amostras dos dois ouvidos,
com duas zaragatoas diferentes, mesmo se a otite € unilateral (permite comparar os dois
ouvidos mas também reconhecer sinais precoces de otite no ouvido aparentemente sao)
(Angus, 2004). Rola-se a zaragatoa sobre uma lamina de modo a obter uma camada fina e
igual de material e ndo se deve esquecer de identificar correctamente as amostras (Angus,
2004).
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Figura 7 — A colheita do ceriimen para analise d@jich. a) Posicionamento da zaragatoa para a tmltei
ceramen (imagem gentilmente cedida pelo HospitééNfeario SOSVET); b) Representacdo esquematia de
(adaptado de Fossuehal., 2002).

Existe controvérsia sobre se se deve fixar as amostras pelo calor. Durante anos
pensou-se que fixar pelo calor impedia a perda de ceriumen, lipidos e, por consequente,
microrganismos durante a coloracdo mas o Unico estudo baseado na evidéncia nédo
demonstra superioridade da fixacdo pelo calor (Griffin et al., 2006).

A coloracdo podera depender da preferéncia do clinico mas uma coloracao
modificada de Wright tal como o Diff-Quik® é adequada e permite a identificacdo dos fungos
e também bactérias e leucdcitos (Angus, 2004). A coloragéo Diff-Quik® é composta por trés
solucdes: a primeira, a base de alcool (metanol), serve de fixador, a segunda, corresponde a
componente eosinofilica (xanteno) e a terceira € a componente basofilica que d& aos fungos
a cor azul ou violeta (tiasina) (figura 8). Apds a coloracdo a lamina é passada por agua e

deixada secar ao ar ambiente.

Figura 8 — A coloracédo Diff-Quik®. a) Solucdo fixad a base de alcool; b) Componente eosinofiliga; c
Componente basofilica (imagens gentilmente cegidisHospital Veterinario SOSVET).

Deve observar-se a lamina uma primeira vez a baixa ampliacdo (400x) para

identificar zonas de interesse (zonas com detritos celulares ou queratinicos) e s6 depois
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aumentar: a ampliacdo de 400x é suficiente para identificar leucécitos, eritrocitos, células
epiteliais cornificadas, fungos e bactérias de maiores dimensées (figura 9), a de 1000x (em
6leo de imersdo) permite uma avaliagdo mais detalhada para além de identificar bactérias
mais pequenas; a lamina deve ser avaliada para a presenca (niumero e caracteristicas) dos

fungos, bactérias e leucdcitos (Angus, 2004).

Figura 9 — Citologia auricular de um céo. a) Gru® células epiteliais com fungos do génbtalassezia
aderentes em ampliacdo 400x; b) Mesmo grupo déaséim ampliacdo 1000x evidenciando os fungosgseta
(imagens gentilmente cedidas pelo Hospital VeteorfBOSVET).

Numa citologia normal encontramos: ceélulas epiteliais escamosas cornificadas,
também chamadas de queratinécitos, que podem aparecer como células ligeiramente
basofilas que podem dobrar-se sobre si mesmo ou como células com granulos de melanina,
um pequeno numero de bactérias (geralmente Estafilococos coagulase-negativos e
positivos, e Estreptococos; raramente bacilos, a excepg¢do do Corynebacterium sp),
Malassezia; ndo é normal encontrar leucécitos numa citologia auricular normal (Angus,
2004) (figura 10). Os fungos do género Malassezia tém aspecto redondo a oval com
gemulacao unipolar caracteristica (em forma de amendoim) e frequentemente séo vistos em
grupos, aderentes a células esfoliadas ou livres nos detritos (figura 11) (Scott et al., 2001b;
Angus, 2004). Atopia, certas endocrinopatias como 0 hiperadrenocorticismo, seborreia
primaria, hipersensibilidade alimentar devem ser consideradas quando a citologia mostra
aumento do numero de células epiteliais escamosas cornificadas na auséncia de bactérias
ou fungos (Ginel et al., 2002). E possivel que se notem diferencas morfologicas e de
coloracdo em fungos do género Malassezia presentes na citologia, que podem indicar a
existéncia de outras espécies que nao a M. pachydermatis; no entanto, actualmente ndo se
julga existirem razfes de interesse clinico para se proceder a diferenciacdo das espécies de
Malassezia no ambito do tratamento da OE (Angus, 2004).
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Figura 10 — Citologia auricular de um cao Figura 11 — Citologia auricular de um céo
com otite polimicrobiana (x1000). S&o com otite a Malassezia (x1000). Séo
visiveisMalassezia (seta grande), bactérias visiveis Malassezia em grupos, livres e
(seta pequena) e um leucdcito (asterisco) aderentes a uma célula epitelial esfoliada
(imagem gentilmente cedida pelo Hospital (seta) (imagem gentiimente cedida pelo
Veterinario SOSVET. Hospital Veterinario SOSVE.

A observacdo de Malassezia nas laminas de amostras obtidas do canal auditivo
externo ndo significa que seja a causa da otite j& que esta pode ser isolada tanto de animais
com otite como de animais saudaveis. Nao existe consenso sobre o nimero a partir do qual
uma populacdo de Malassezia é considerada anormal a citologia auricular, como podemos

constatar na tabela 2.

Tabela 2 — Valores de referéncia pilt@assezia na citologia auricular

Autor(es) Valores normais Valores anormais
Ginelet al. (2002) Até 2 fungos por campo > 5 fungos por campo a 400x no cao
Morris (2006) N&o referido > 2 fungos por campo a 1000x no céo
Coleet al. (2007) N&o referido > 4 fungos em 10 campos a A1@dd caes

A cultura de Malassezia, embora passivel de ser, raramente é realizada; Cafarchia
et al. (2005a) recomendam a realizacdo de uma cultura quando a citologia é negativa em
animais com otite. A cultura e os testes de sensibilidade a antibiéticos sdo importantes no
tratamento das otites externas quando estdo envolvidas bactérias (devido as resisténcias
aos antibidticos) (Lyskova et al., 2007).

Apesar de a citologia ser importante, a decisdo sobre o tratamento deve ser feita
com base na combinacdo entre a observacdo da citologia, a gravidade dos sinais clinicos,
presenca/auséncia de histdria de otite por Malassezia e a resposta ao tratamento anterior

(Angus, 2004).

25



2.4 - Tratamento

O tratamento tem dois objectivos: o primeiro, dirigido a resultados a curto prazo,
tem como meta a eliminacdo da infeccéo e inflamacgdo, o segundo tem como meta tratar
eventuais doencas subjacentes para que, a longo prazo, a otite ndo recorra ou néo se torne
crénica. O tratamento pode ser topico e/ou sistémico, sendo possivel a associacdo dos dois
tipos de terapia, contudo, Guardabassi, Ghibaudo & Damborg (2009) escrevem que 0S
antimicrobianos sistémicos ndo sdo tao eficazes quanto os tépicos devido ao cerimen e que
o tratamento deve ser essencialmente local, ao contrario do que outros autores, como

Pinchbeck, Hillier, Kowalski & Kwochka (2002), recomendam.

Existem diferencas no padrédo de isolamento microbiano (fungos e bactérias) entre
os dois ouvidos: na OE bilateral canina, cada ouvido deveria ser considerado
separadamente do outro, isto poderia contribuir para resolver casos refractarios de otite
externa cronica (em que o tratamento implementado para os 2 ouvidos com base somente
na citologia/cultura de um dos dois ouvidos — 0 mais afectado — pode ndo ser o adequado

para o ouvido que ndo foi analisado e dai a recorréncia de otite) (Oliveira et al., 2008).

Os agentes sistémicos mais comummente utilizados sdo os derivados azélicos,
essencialmente cetoconazol e itraconazol. Os principais agentes topicos sdo igualmente os
derivados azélicos mas também incluem outros agentes como a clorexidina (Negre et al.,
2009). Os derivados azdlicos inibem o citocromo P450 fungico mas esta inibicdo ndo é
especifica e pode também inibir o citocromo P450 do céo, afectando o metabolismo de
outras substancias; daqui resultam os efeitos adversos associados a utilizacdo destes anti-

fangicos que se referem na pagina 28 (Negre et al., 2009).

A limpeza dos ouvidos é muito importante porque a presencga de diversos detritos
(incluindo restos de medicac¢des anteriores) impedem o contacto da nova medicacdo; esses
detritos também podem manter os microrganismos protegidos e criar assim um foco de
infecgcdo futuro e predispondo a recorréncias (Thomas, 2006). Existem muitos produtos de
limpeza disponiveis (tabela 3): ceruminoliticos (ex. Oleos organicos, solventes — que
amolecem e dissolvem o cerimen e detritos secos do canal auditivo), surfactantes (ex.
docussato de sodio e outros detergentes — que emulsionam os detritos mantendo-os em
solugédo), adstringentes (ex. alcéois, acidos borico e acético — que ajudam na prevencéo da
maceragdo por secagem da superficie), antimicrobianos (ex. paraclorometaxilenol,

clorexidina — que limitam proliferacdo de bactérias e fungos, previnem infec¢des recorrentes
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e a contaminacao da solu¢ao), anti-inflamatérios (ex. corticosteréides — que tém efeitos anti-

inflamatorios e anti

-pruriginosos) (Nuttall & Cole, 2004).

Tabela 3 — Exemplos de produtos de limpeza auricula

Nome comercial

Composicdo

Apresentacao comercial

Limpador Auricular
Fisiologico®
(Virbac)

- polissorbato (emulsificante)

- trietalonamina (emulsificante e surfactante)

Limpador Auricular
Fisisligico

2 s paen

Otoclean® (Esteve

Veterinaria)

- acidos salicilico, lactico e oléico (queratobti
e antimicrobiano; hidratante; emoliente)

> - extractos de Cucumis sativus, Cetraria
islandica e Mimosa tenuiflora

- propilenoglicol, poliglicol, etoxidiglicol

(adstringentes)

O

Otodine® (ICF)

- clorexidina 0,15%
- tris-EDTA

(também pode ser utilizado como produto tép

para tratamento de otiteMalassezia)

ico

(E—v— gt iy ol

Fonte: www.icfpet.com

Um estudo sobre a eficacia de produtos de limpeza auricular demonstrou que a

eficacia anti-microbiana desses produtos de limpeza mais comummente disponiveis

comercialmente € muito variavel, a composicdo com maior eficacia anti-microbiana foi a de

um produto com &cido boérico, &cido citrico, isopropanol e propilenoglicol (Swinney et al.,

2008). Foi proposto que um pH auricular maior que 6 estaria associado a infeccdo dos

ouvidos no cdo e que um pH baixo inibiria o crescimento bacteriano: isto ndo foi

demonstrado no estudo, até porque o melhor limpador tinha um pH de 6,1. Um pH baixo é

irritante e pode interferir com ac¢éo de certos antibiéticos (Swinney et al., 2008). O estudo

tem, no entanto, limitacBes: € dificil concluir sobre a importancia relativa de cada um dos

componentes de cada produto, e € um estudo in vitro, um tipo de estudo que néo replica as

condic@es reais onde ha exsudado inflamatdrio e cerdmen (Swinney et al., 2008).
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Os tratamentos topicos recorrem a produtos comerciais que para além de anti-

fangicos, geralmente também contém antibidticos e/ou glucocorticoides. Tal como o0s

produtos de limpeza auricular, existem varios no mercado (tabela 4). Alguns como o

Conofite® (Esteve Veterinaria) requerem administracdo duas vezes por dia enquanto o

EasOtic® (Virbac) é de administracdo uma vez por dia. Hensel, Austel, Wooley, Keys &

Ritchie (2009) descrevem o miconazol como sendo o anti-fUngico presente em solucdes

tépicas auriculares mais eficaz no tratamento de OE por Malassezia; para além disso este

derivado azodlico mostra alguma actividade contra bactérias Gram-positivas como

Staphylococcus aureus.

Tabela 4 — Exemplos de produtos tdpicos para texitomde otite Malassezia

Nome comercial

Principio(s) activo(s)

Apresentacao

- miconazol ..............cccveee 23 mg
Conofite® (Esteve Veterinaria) | - prednisolona ............ccc........ 5mg
- polimixina B .................. 5500 U|
- nistatina ........cccoeeeeee. 100000 Ul
- NEOMICINA ...ccvvvvvvieeeeeenn. 2,5mg
Panolog® (Novartis) - tioestrepton .........cc..e..... 2500 Ul
- triancinolona ............cccco...... 1mg
- hidrocortisona ................ 1,11 mg
EasOtic® (Virbac) - miconazol ..............ccc.... 15,1 mg
- gentamicina ................... 1505 Ul
Fonte: Hospital Veterinario SOSVET
- clotrimazol ..............c.......... 10 mg
Otomax® (Intervet) - gentamicina .......cccccveeeeennnnn, 3mg - o
- betametasona ...................... 1mg I |
]
—‘l s

Fonte: www.shopping.comy

Quando existe ou se suspeita de ruptura da membrana timpéanica, a escolha dos

produtos de limpeza e terapéuticos deve ser feita com cuidado ja que muitos dos agentes

presentes na formulacdo desses produtos séo ototdxicos. Tém potencial de ototoxicidade os

aminoglicosideos (como a neomicina e a gentamicina), a polimixina, os anti-fungicos (como

a nistatina e o cetoconazol), o alcool, a clorexidina, o propilenoglicol (Alamadi & Rutka,
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2005). N&o é claro o potencial ototéxico dos acidos organicos como o acido borico e acético,
contudo, as formulagBes comercializadas associam-nos frequentemente com outros
produtos com potencial ototoxico (Nuttall & Cole, 2004; Alamadi & Rutka, 2005). No caso
dos produtos de limpeza auricular, a ruptura timpéanica requer um produto inécuo, como o

Limpador Auricular Fisiolégico® (Virbac).

Deve demonstrar-se de maneira clara a técnica de limpeza dos ouvidos aos
proprietarios salientando a importancia da limpeza na eficacia dos medicamentos tépicos
gue sdo introduzidos a seguir a limpeza (Nuttall & Cole, 2004). A administracdo dos
medicamentos topicos também deve ser demonstrada durante a consulta, mostrando aos
proprietarios a forma correcta de aplicar o produto mas também a quantidade.

Um exemplo de protocolo de limpeza auricular e administragdo de medicamentos
tépicos foi descrito por Miller (2007): quando o animal estd bem seguro, agarrar na ponta da
orelha, procurar a entrada do canal auditivo e quando esta esta claramente identificada,
introduzir o produto de limpeza auricular (pagina 30, figura 12a) movendo a orelha para
ajudar o liquido a penetrar profundamente no canal auditivo; massajar o ouvido entre 1 e 2
minutos (pagina 30, figura 12b), devendo ouvir-se o liquido a esguichar, e deixar o animal
sacudir a cabeca; por fim, limpar com cuidado o excesso de produto no exterior do canal
auditivo (pagina 30, figura 12c); quando é necessaria a administracdo de produtos
medicamentosos, 0 protocolo de administracdo é semelhante ao da limpeza (pagina 30,
figura 12d), e é recomendado separar a limpeza da administracdo desses produtos cerca de

2 horas para permitir que o ouvido seque prevenindo assim a diluicdo dos anti-microbianos.

Os principais anti-fungicos sistémicos sdo o0 cetoconazol e o itraconazol e sdo
utilizados principalmente quando a OE é grave, quando existe estenose do canal auditivo ou
otite média concomitante (Scott, Miller & Griffin, 2001la). O tratamento sistémico é
incontornavel se houver otite média, ja que € a Unica maneira de atingir concentracdes
terapéuticas no ouvido médio (Morris, 2006). O cetoconazol € prescrito na dose de 5 a 10
mg/kg, PO, SID durante 21 a 30 dias (Chen & Hill, 2005). Os efeitos adversos do
cetoconazol podem ser graves e incluem anorexia, vomitos, diarreia, hepatotoxicidade ou
ainda trombocitopenia (Morris, 2006). A alternativa, que é recomendada actualmente, é
entdo o itraconazol, que pode ser administrado na dose de 5 mg/kg, SID, PO durante 21
dias (Chen & Hill, 2005). Um estudo relata que a administracdo pulsétil (administracéo
intermitente de um farmaco na mesma dose mas com intervalo maior entre doses) do
itraconazol, 2 dias consecutivos por semana durante 3 semanas, tem o mesmo efeito que a

administracdo diaria durante os 21 dias (Pinchbeck et al., 2002). O itraconazol € um anti-
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fangico triazdlico lipofilico aprovado no tratamento de doencas fdngicas cutaneas e
sistémicas no Homem (Candida spp, Malassezia spp); tem propriedades queratinofilicas e
lipofilicas que resultam na sua retencdo na pele; as concentracdes pico na pele chegam a
ser 5-10 vezes maiores que no plasma e mantém-se altas até 7 dias ap6s descontinuacao
do tratamento; tem melhor penetracdo tecidual, maior meia-vida de eliminacdo e menor
toxicidade que cetoconazol (Pinchbeck et al., 2002). Estas caracteristicas € que possibilitam
a administracao pulsatil, que tem beneficios: menos efeitos adversos, maior colaboracdo do
proprietério, reducdo do custo do tratamento (Pinchbeck et al., 2002). Ha menor risco de
reac¢cOes adversas com o itraconazol do que com o cetoconazol, no entanto, pode ocorrer
anorexia (talvez devido a toxicose hepatica) e também vasculite (dermatite ulcerativa)
(Pinchbeck et al., 2002; Morris, 2006).

Figura 12 — Protocolo de limpeza auricular e adstiagdo de medicamentos tépicos. a) Introdugdaaidujmo
de limpeza auricular; b) Massagem do ouvido; c)fdéma do excesso de produto; d) Introducdo do pmodut
medicamentoso (imagens gentilmente cedidas pelpitdb¥eterinario SOSVET).

Um tratamento combinado, sistémico e tépico, com duracdo de 2 semanas €
geralmente suficiente: no final dessas 2 semanas, deve reavaliar-se os ouvidos através do

exame otoscopico e realizagdo de citologia auricular, e se a infeccdo estiver resolvida,
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mantém-se a limpeza regular dos ouvidos (por exemplo, enquanto se investiga uma possivel
causa primaria) (Thomas, 2006). A sensibilizacdo a antigénios de Malassezia tem
implicacdes no tratamento de OE a Malassezia: o tratamento anti-fungico pode prolongar-se
mesmo na auséncia de populacdes elevadas de Malassezia a citologia ou de sinais clinicos
de OE a Malassezia (Nuttall & Halliwell, 2001).

Um tratamento inadequado, ineficaz ou a falha no diagnéstico das causas primarias
da OE impedem a resolucdo da otite evoluindo para uma otite crénica. Uma inflamacéo
cronica pode causar a estenose do canal auditivo, alteragcdo que pode ser medicamente
irreversivel (Scott et al., 2001a). Uma otite média por Malassezia ndo diagnosticada (e
consequentemente ndo tratada) poderd ser um factor perpetuador de otite externa cronica
ou recorrente, embora uma otite média possa ser igualmente resultado de otite externa
cronica (Scott et al.,, 2001a; Morris, 2006). A otite média pode causar sintomatologia
neurolégica, nomeadamente sinais vestibulares periféricos unilaterais, paralisia do nervo

facial ou ainda sindrome de Horner (Nelson & Couto, 2003c).

3 - Objectivos

O objectivo deste estudo foi contribuir para o conhecimento sobre a epidemiologia
da Malassezia pachydermatis auricular no céo através da estimacdo da prevaléncia da
malasseziose auricular em cées saudaveis e em cdes com sinais de otite numa populacéo
de 112 cées, e da caracterizacdo dos cdes com sobrecrescimento auricular de Malassezia
pachydermatis em termos de raca, tipo de orelhas, idade, sexo e historia clinica,
relacionando estes factores com a doenca. Quisemos também determinar se existiam
diferencas entre ouvidos direito e esquerdo e avaliar as caracteristicas das populacdes

microbianas mistas auriculares.
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MATERIAIS E METODOS

Animais

O estudo foi realizado durante o estagio curricular do Mestrado Integrado de
Medicina Veterinaria da Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias em Lisboa
que representou 765 horas de contacto na area de medicina e cirurgia de animais de
companhia. Neste estudo foram colhidas amostras de 112 cées, doentes do Hospital
Veterinario SOSVET em Almada. Destes, 46 apresentaram-se para consultas (de profilaxia,
de acompanhamento e por doenga), 15 para cirurgias electivas e 51 eram animais
internados (por vérias entidades nosoldgicas tais como pidbmetra, doenca gastrointestinal,
doenga ortopédica, tumor mamario/mastectomia, tumor esplénico/esplenectomia, célculos
urinarios/cistotomia). As amostras foram colhidas entre Setembro de 2009 e Fevereiro de
2010. Foram recolhidos, sempre que possivel, dados sobre a racga (e tipo de orelhas), idade,
sexo, historia clinica e realizado o exame otoscoOpico para avaliar o estado de saude

auricular no momento da recolha das amostras.

Foram colhidas no total 222 amostras de 112 cdes (em 2 casos, s6 foram
recolhidas amostras de um dos dois ouvidos).
Na populacdo testada, 60,71% eram machos, dos quais 91,18% eram inteiros, e

39,29% eram fémeas, das quais 77,27% eram inteiras (grafico 1).

Graéfico 1 — Distribuicdo sexual populacéo testadd 12)

Machos 6 Esterilizados/as
Fémeas [0 —

As idades variavam entre 2 meses e 17 anos sendo a média de 7,14 anos: 49,11%
tinham mais de 7 anos, 34,82% tinham entre 1 e 7 anos e 16,07% tinham menos de 1 ano

de idade (gréfico 2).

Grafico 2 — Distribui¢do etaria da populacéo testad112)
<1ano 18
>1e<7anos 39

> 7 anos 55
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A maioria dos cdes ndo tinha raca determinada, as racas mais comuns eram

Caniche, Labrador e Cocker spaniel (tabela 5).

Tabela 5 — Distribuicéo racial da populacéo tes{ada12)

Raca Namero total de animais
Indeterminada 34 (30,36%)
Caniche 8 (7,14%)
Labrador Retriever 8 (7,14%)
Cocker spaniel 7 (6,25%)
Boxer 5 (4,46%)
Dogue aleméao 5 (4,46%)
Golden retriever 4 (3,57%)
Bulldog francés 3 (2,68%)
Pastor aleméo 3 (2,68%)
American Pitbull 3 (2,68%)
Yorkshire Terrier 3 (2,68%)
Basset hound 2 (1,79%)
Bulldog inglés 2 (1,79%)
Rottweiler 2 (1,79%)
Serra da Estrela 2 (1,79%)
Dachshund 2 (1,79%)
Céao de Agua portugués 1 (0,89%)
Bobtail 1 (0,89%)
Bullmastiff 1 (0,89%)
Chow chow 1 (0,89%)
Déalmata 1 (0,89%)
Doberman 1 (0,89%)
Dogue de Bordéus 1 (0,89%)
Epagneul breton 1 (0,89%)
Fox terrier 1 (0,89%)
Husky Siberiano 1 (0,89%)
Ledo da Rodésia 1 (0,89%)
Malamute do Alasca 1 (0,89%)
Mastim napolitano 1 (0,89%)
Pastor belga de pélo curto 1 (0,89%)
Pequinés 1 (0,89%)
Setter irlandés 1 (0,89%)
Shar Pei 1 (0,89%)
Shih tzu 1 (0,89%)
Weimaraner 1 (0,89%)

Os animais com orelhas pendulares representavam 70,54% (grafico 3). A
classificacdo das orelhas em n&o-pendulares e pendulares foi feita com base na
possibilidade ou impossibilidade em visualizar as estruturas do ouvido, nomeadamente o
meato auditivo externo, imediatamente, ou seja, sem ser necessario levantar o pavilhao

auricular.

Grafico 3 — Distribui¢éo da populacéo testada @edmccom o tipo de orelha (n=112)

Com orelhas n&o-pendular 33

Com orelhas pendulare 79
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Nao foi possivel apurar dados sobre a histéria clinica de 19 animais. Considerou-se
histéria clinica relevante qualquer doenca que possa causar uma diminuicdo das defesas do
animal, seja ela dermatoldgica (tal como demodecose, parasitose por pulgas), sistémica (tal
como hiperadrenocorticismo) ou ainda oncolégica. Em 63,44% dos animais, a pesquisa da
histéria clinica revelou condi¢cdes dermatoldgicas e/ou sistémicas relevantes para o estudo

(grafico 4).

Graéfico 4 — Distribuicdo da populacédo testada @ediccom a histéria clinica (n=93)

Com histéria clinica relevant 59

Sem histéria clinica relevant 34

No momento da recolha das amostras auriculares, ndo foi avaliada a saude
auricular de 42 animais. Dos 70 cées avaliados para a presenca de otite, 48,57%

apresentavam sinais de otite (gréafico 5).

Grafico 5 — Distribuicdo da populagdo testada dedaccom presenga ou auséncia de otite no momento d

recolha das amostras (n=70)

Com otite 34

Sem otite 36

Colheita das amostras

As amostras foram recolhidas de ambos os canais auditivos externos dos cées
recorrendo a zaragatoas nao-estéreis (cotonetes comerciais da marca Auchan®
acondicionados numa caixa de plastico com tampa). Tendo cada zaragatoa duas pontas
com algoddo, cada uma dessas pontas servia para recolher material de um dos canais
auditivos e era a seguir rolada sobre uma lamina de microscépio. Foi colocada uma gota de
soro fisioldgico no algodao da zaragatoa antes da recolha. Para cada animal a lamina era
dividida em trés tercos: no primeiro terco rolava-se a ponta da zaragatoa correspondente ao
ouvido esquerdo, no ultimo terco rolava-se a correspondente ao ouvido direito (figura 13). O
terco do meio servia para identificar a I1amina com o nhome do animal, data e indicacao dos

lados esquerdo/direito (figura 13).
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Figura 13 — Exemplo de lamina de microscépio
identificada e corada (imagem gentilmente cedida
pelo Hospital Veterinario SOSVE

o
-;-E &5

Método laboratorial

As amostras foram fixadas por alcool e coradas com Diff-Quik®: a lamina foi
mergulhada na solucéo alcodlica durante 15 segundos, deixada secar ao ar, mergulhada 7
vezes no corante eosinofilo, 7 vezes no corante basdfilo, passada por 4gua para remover o
excesso de corante e deixada secar ao ar. A primeira observagdo ao microscopio optico foi
realizada na ampliacdo 400x para avaliar a amostra em termos de material presente. A
observacao para fins de contagem foi realizada com 6leo de imersédo (ampliagdo 1000x):
cada amostra proveniente de um ouvido era analisada descrevendo na lamina 5 linhas
horizontais, come¢ando no canto superior (esquerdo ou direito) da lamina, em cada linha
foram observados em média 30 campos. Foram assim observados no total 150 campos para
cada um dos ouvidos. A identificacdo dos fungos do género Malassezia foi feita com base
na descricdo feita no livro Muller and Kirk's Small Animal Dermatology (5% edicdo, 2001):
estruturas ovais a redondas basofilas que adoptam um aspecto caracteristico de amendoim
aquando da gemulagcdo unipolar (Scott et al., 2001b). Outras observacbes (bactérias,

leucécitos) foram também registadas.

O namero médio de fungos por ouvido foi classificado em trés categorias: < 1 fungo
por campo (inclui amostras em que ndo foram observados fungos); entre = 1 e < 5 fungos
por campo (populacdo normal de Malassezia); = 5 fungos por campo (populagéo anormal de
Malassezia, indicativo de sobrecrescimento flngico) (figura 14). O ndamero médio foi
calculado dividindo o numero de total de fungos observados pelo nimero de campos onde
esses fungos foram efectivamente observados. As amostras em que a densidade fungica
tornava dificil a contagem foram classificadas como amostras com sobrecrescimento de

Malassezia sem o célculo do nimero médio.
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Amostra com Amostra com Amostra com

< 1 fungo por campo > 1 e <5 fungos por campo > 5 fungos por campo

B

Figura 14 — Aspecto microscépico de amostras cdenatites tamanhos de populacadvidtassezia (x1000)
(imagens gentilmente cedidas pelo Hospital VeteorfaOSVET).

Analise estatistica

O teste X? de Pearson e o teste exacto de Fisher foram realizados para determinar
se existiam relacdes estatisticamente significativas entre a ocorréncia de malasseziose e
variaveis dos animais (sexo, idade, raca, tipo de orelha, lado da orelha, historia clinica,
presenca/auséncia de otite). Os resultados foram considerados estatisticamente
significativos quando p < 0,05. Os programas utilizados foram R (versdo 2.11.1) e Win
Episcope 2.0.
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RESULTADOS

Dos 112 animais testados, 43,75% (49/112) apresentaram Malassezia nas
amostras auriculares: destes, 69,39% (34/49) tinham sobrecrescimento fingico auricular e

30,61% (15/49) tinham numeros de Malassezia que sugeriam comensalidade (gréfico 6).

Gréfico 6 — Namero de animais de acordo com aslpofes déMalassezia observadas (n=112)

Auséncia déMalassezia
(< 1 fungo por campo)
Populacéo normal ddalassezia
(<5 fungos por campo)
Populacdo anormal ddalassezia
(=5 fungos por campo)

63
15

34

Foi possivel avaliar o estado de saude auricular em 70 animais. Nestes, 34 tinham
sinais de otite e 36 ndo tinham. Independentemente do tamanho da populacdo observado, a
Malassezia estava presente em 85,29% (29/34) dos animais com sinais de otite no momento
da recolha das amostras auriculares contra 36,11% (13/36) dos c&es que nao tinham sinais

de otite (gréfico 7).

Grafico 7 — Tamanho da populagdoMalassezia em animais com e sem otite (respectivamente n¥8286)

Animais 27 Populacédo anormal
com otite 2 (=5 fungos por campo)
5
Populacdo normal
7 (<5 fungos por campo)
Animaig 6
sem otite 23 Auséncia ddalassezia
(<1 fungo por campo)

Dos animais com presenca de Malassezia auricular (independentemente da
populacdo observada ser normal ou anormal), 35,42% (17/48) tém tamanhos de populacéo

diferentes entre ouvidos cujas diferencas estdo no grafico 8 (ndo existem dados para 1 cdo).
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Gréfico 8 — Diferencas de tamanho das populacd®datiessezia entre ouvidos (n=17; faltam dados para 1 cao;
OEsqg-ouvido esquerdo; ODir-ouvido direito)

Associacdo OEsq <5 e ODib 10
ou vice-versa

Associacdo OEsq <1 e ODib
ou vice-versa

Associacdo OEsq <1 e ODir <
ou vice-versa

Dos animais com sobrecrescimento de Malassezia (34 animais), 58,82% (20/34)
eram machos e 41,18% (14/34) fémeas, 23,53% (8/34) tinham até 1 ano de idade, 20,59%
(7/34) tinham entre 1 e 7 anos e 55,88% (19/34) tinham mais de 7 anos, 73,53% (25/34)

eram cdes com orelhas pendulares.

Dos animais com sobrecrescimento de Malassezia, 79,41% (27/34) apresentavam
sinais de otite no momento da recolha de amostras auriculares.

Embora a historia clinica de 6 dos 34 animais com sobrecrescimento de Malassezia
ndo fosse conhecida, a pesquisa da historia clinica dos 28 animais restantes indicou que
78,57% (22/28) tinha historia de doengas dermatoldgicas e/ou sistémicas relevantes.

A prevaléncia da malasseziose (sobrecrescimento de Malassezia) em relacdo as

diferentes variaveis descritas encontra-se na tabela 6.

Tabela 6 — Prevaléncia da malasseziose (sobremresiti deMalassezia) em cées em relacéo a diferentes

variaveis
Variaveis n Positividade para Positividade para
sobrecrescimento ddalassezia sobrecrescimento de
(n) Malassezia (%)
Otite
Sim 34 27 79,41
Nao 36 7 19,44
Historia clinica relevante
Sim 59 22 37,29
Nao 34 6 17,65
Idade
<lano 18 8 44,44
>1 e<7 anos 39 7 17,95
> 7 anos 55 19 34,55
Sexo
Fémea 44 14 31,82
Macho 68 20 29,41
Tipo de orelha
Pendular 79 25 31,65
N&o-pendular 33 9 27,27
Total 112 34 30,36

38



Devido a baixa representatividade da maioria das racas em comparacdo com caes
de raca indeterminada no nosso estudo, a prevaléncia por raca ndo foi calculada, no
entanto, as racas dos caes com sobrecrescimento de Malassezia estdo descritas no grafico
9.

Gréfico 9 — Namero de animais com sobrecrescimé@aialassezia de acordo com a raga (n=34)

Yorkshire Terrier
Dachshund
Shih tzu
Shar Pe
Serra da Estre
Rottweiler
Mastim napolitano
Epagneul breton
Dogue de Bordéus
Dalmata
Bulldog francés
Basset hound
Pastor aleméo 2
Labrador Retriever 2
Caniche 5

Cocker spaniel 6
INdeterminads |—— 7

RPRRPRRPRRPRRPRRRERRRLRRRE

O teste X* de Pearson sugere que as otites tém uma relac&o estatisticamente muito

significativa com o sobrecrescimento de Malassezia (tabela 7).

Tabela 7 — Resultados do teXtede Pearson para a relagdo entre o sobrecrescineNtalassezia e as
variaveis dos cées (*valor estatisticamente sicgifvo)

Variaveis Valores dp
Otite 0,000017*
Histdria clinica relevante 0,07945
Idade 0,08265
Sexo 0,952
Tipo de orelha 0,8154

Devido ao excesso de cdes de raca indeterminada e baixa frequéncia da maioria
das racas a excepgdo do Caniche, Labrador e Cocker spaniel, aplicAmos o teste exacto de
Fisher a estas 3 racas principais (Caniche, Labrador e Cocker spaniel): h4 16 vezes mais
possibilidade de ocorréncia de sobrecrescimento de Malassezia em Cocker spaniel (p <
0,05) (tabela 8).
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Tabela 8 — Resultados do teste exacto de Fisharapaacédo entre o sobrecrescimentMedkassezia e a raca
dos cées (*valor estatisticamente significativo)

Raca Valor de Odds ratios
Cocker spaniel 0,003044* 16,04810
Caniche 1 0,7518134
Labrador retriever 0,05393 4,245385

Considerando os ouvidos direito e esquerdo individualmente, 25% (28/112) dos
ouvidos esquerdos e 24,55% (27/110) dos ouvidos direitos tinham sobrecrescimento de
Malassezia (para 2 cées foram recolhidas amostras apenas do ouvido esquerdo) (gréfico
10). O teste X? de Pearson sugere que ndo existe predisposicdo de nenhum dos ouvidos
para o sobrecrescimento de Malassezia (p = 0,9386).

Grafico 10 — PopulacGes dMalassezia observadas nos ouvidos direito e esquerdo indalndente
(respectivamente n=110 e n=112)
Auséncia deMalassezia
(<1 fungo por campo)

Ouvido direito 64 19 27 ~
Populacdo normal

Ouvido esquerdo 68 16 28 (<5 fungos por campo)

Populacéo anormal
(>5 fungos por campo)

Para além da presenca de Malassezia, 20,59% (7/34) dos animais com
sobrecrescimento de Malassezia também tinham bactérias na citologia: 71,43% (5/7) dessas
bactérias eram cocos, no entanto, 28,57% (2/7) tinham uma popula¢éo bacteriana mista de
cocos e bacilos (grafico 11). Dos animais com populagdes anormais de Malassezia
associadas a bactérias, 85,71% (6/7) tinham otite na altura da colheita de material auricular
(gréfico 12).

Gréfico 11 — Caracterizagdo da populagdo microbiaaacitologia dos animais com sobrecrescimento de

Malassezia (n=34)

Populacdo homogénea (unicame
fungica
Populagéo mista (fungica e bacterian
€com Ccoco:
Populagdo mista (fungica e bacterian
com cocos e bacil
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Gréfico 12 — Presenca/auséncia de otite nos anicnaissobrecrescimento diéalassezia associado a bactérias
(n=7)

Em animais com otite | GGG 6

Em animais sem otitc] il 1

41



DISCUSSAO

Face aos diversos valores de referéncia anteriormente descritos em varias
publicacbes, o autor escolheu considerar popula¢cdes normais as que tinham até 5
microrganismos por campo e anormais as que tinham acima desse valor a semelhanca do
que foi descrito no estudo de Cole, Luu, Rajala-Schultz, Meadows & Torres (2007). Cole et
al. (2007) consideraram no seu estudo que se o0 numero médio de fungos em 10 campos a
1000x fosse superior a 4 (>4) entdo a presenca de Malassezia era considerada anormal.
Tendo em conta este estudo, estabelecemos o numero de 5 fungos por campo (a 1000x)
como limite para considerar uma populagdo de Malassezia normal ou anormal. Baseamo-
nos neste estudo de 2007 de Cole et al. por ser um estudo recente desta autora de renome
internacional na area de otologia veterinaria e publicado numa revista da especialidade
(Veterinary Dermatology). A semelhanca do que foi feito no estudo de Cole et al. (2007), as
contagens de Malassezia foram feitas a ampliacdo 1000x, e ndo a 400x como descrevem
outros autores como Ginel et al. (2002) (tabela 2). Na ampliagdo de 400x, pode ser mais
dificil identificar os fungos isolados ou em grupos pequenos, as bactérias e também é
possivel confundir manchas de corante com fungos. A ampliacdo de 400x é no entanto (til
para identificar grupos de células epiteliais as quais os fungos do género Malassezia estédo
geralmente aderentes, como ja referimos anteriormente nesta dissertacdo, e por isso a
avaliacdo microscopica inicial das laminas foi feita nessa ampliacdo. A utilizacdo das duas
ampliacGes na analise citolégica das amostras auriculares permitiu observar que é frequente
0 numero de Malassezia observado a ampliagdo 400x corresponder ao humero observado a
ampliacdo 1000x quando sdo amostras com populacdes pequenas de Malassezia (figura
15). Esta observacdo significaria que o namero limite de 5 fungos por campo poderia ser
usado na avaliacao citolégica tanto na ampliagcdo 1000x como na de 400x de amostras com
populacBes pequenas de Malassezia. Esta observacao iria entdo também no sentido do que
foi estabelecido no estudo de Ginel et al. em 2002 (tabela 2). Decidimos observar 150
campos por cada lamina e ndo apenas 10 como Cole et al. no seu estudo de 2007 porque
tivemos a oportunidade de o fazer, e porque pensdmos que poderia contribuir para a
diminuicdo dos falsos negativos, ou seja, aumentar a sensibilidade do nosso estudo.
Acreditdvamos que seria principalmente importante em amostras com pouco material
provenientes de ouvidos sem otite. As percentagens de isolamento de Malassezia de
ouvidos saudaveis foram, afinal, semelhantes as encontradas na literatura, o que demonstra

gue a observacgdo de 150 campos é desnecessaria.
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Figura 15 — Citologia auricular de uma cadela dm@ iadeterminada com 8 anos onde séo visiveis fudgo
géneroMalassezia (setas). a) ampliacao 400x; b) ampliacdo 1000adens gentiimente cedidas pelo Hospital
Veterinario SOSVET).

A Malassezia foi observada em 43,75% dos animais da nossa amostra clinica
confirmando-se assim a ubiquidade deste fungo (Morris et al., 2005) (grafico 6). Na
literatura, a presenca de Malassezia no ouvido de animais aparentemente saudaveis (sem
sinais de otite) varia de estudo para estudo, entre 10,7% e 50% (Crespo et al., 2002; Girdo
et al., 2006; Lyskova et al., 2007; Prado et al., 2008). No nosso estudo, a Malassezia estava
presente em 36,11% dos animais saudaveis (grafico 7). O valor obtido est4 assim dentro
dos valores referidos na literatura, porém, podem ter existido falsos-negativos. No nosso
caso, e como j4 foi referido no estudo de Prado et al. (2008), esses falsos-negativos podem
dever-se, por exemplo, ao facto de alguns animais sem sinais de otite ndo terem cerimen
suficiente para gerar amostras com material significativo a observar. Certas amostras tinham
1 ou 2 fungos do género Malassezia por lamina que podiam reflectir algum grau de
contaminacéo através das solucdes da coloracdo e nao foram consideradas no célculo, logo
o resultado pode estar a ser subestimado. Existem autores que recorrem a fixacdo das
amostras pelo calor argumentando que a fixacdo pelo calor previne perdas de material e,
logo, de microrganismos, no entanto, s6 um estudo se debrucou sobre esta questdo: nesse
estudo, a diferenca nas contagens médias de fungos entre amostras fixadas e nédo fixadas
pelo calor foi proxima de zero, o que significa que fixar as amostras ndo aumenta nem
diminui sistematicamente o numero de fungos observados ao microscopio, ou seja, nao
existe superioridade da fixacdo pelo calor (Griffin et al., 2006). O autor escolheu seguir este

estudo e ndao fixar pelo calor.
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A prevaléncia da malasseziose (sobrecrescimento de Malassezia) em animais sem
sinais de otite no nosso estudo foi estimada em 19,44% (tabela 6), enquanto Cafarchia et al.
(2005a) estimou-a em 28,0%. Sabendo que a proliferacdo é o primeiro passo para uma otite
a Malassezia, os animais saudaveis com populacdes anormais de Malassezia estdo

provavelmente mais predispostos a infec¢do (Cafarchia et al., 2005a).

A quantidade de cerimen nem sempre estd relacionada com o tamanho da
populacdo de Malassezia observada ao microscépio. Algumas amostras aparentemente
pouco representativas revelaram grandes quantidades de Malassezia enquanto outras
amostras com grande quantidade de cerimen nado tinham populacdes elevadas (em
algumas até ndo foram observados quaisquer fungos). Dos animais que se apresentaram
com sinais de otite (cerumen abundante e/ou eritema e/ou prurido auricular e/ou dor),
20,59% (7/34) nédo tinham populagfes anormais de Malassezia na citologia auricular (gréafico
7). Amostras com pouco cerumen significam menos material para observar e podem explicar
falsos negativos em animais com otite mas sem muito cerimen (Prado et al., 2008). A
presenca de Malassezia (independentemente do tamanho da populagdo fangica) em
animais com otite externa foi semelhante em 4 estudos, tendo sido estimada em cerca de
60% (entre 57,53 e 62,2%) excepto num estudo em que foi estimada em 30,9% (Crespo et
al., 2002; Girdo et al., 2006; Lyskova et al., 2007; Prado et al., 2008). Angus (2004) refere
que esse valor pode ir até aos 83%. A percentagem de animais com presenca de
Malassezia na nossa populacdo de animais com otite externa foi de 85,29%, considerando
amostras com populacées normais e anormais (grafico 7). E um resultado bem superior ao
dos estudos citados mas semelhante ao valor referido por Angus (2004).

O estudo de Cafarchia et al. (2005a) estimou a prevaléncia da malasseziose
(sobrecrescimento de Malassezia) em animais com otite em 57,3%, enquanto no nosSso
estudo essa prevaléncia chega aos 79,41% (tabela 6). Este estudo por Cafarchia et al.
(2005a) € o unico que estimou a prevaléncia da malasseziose considerando unicamente as
populacdes anormais de Malassezia (sobrecrescimento de Malassezia) e o seu critério de
avaliacdo foi classificar como positivas para sobrecrescimento de Malassezia as amostras
gque apresentassem > 10 Malassezia em 5 campos a 400x. A diferenca entre o nosso valor e
o referido por Cafarchia et al. (2005a) podera ser em parte devido a diferenca de
metodologia. De acordo com a andlise estatistica realizada, esta relagcdo entre presenca de
otite e malasseziose é significativa (tabela 7). A maior frequéncia e tamanho de populagéo
de Malassezia em animais com otite em rela¢do a animais saudaveis pode significar que a
sua presenca esteja envolvida na patogenia da OE, porém, os factores que levam a

conversao de comensal a patogénico ndo sdo conhecidos mas reflectem distirbios nos
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mecanismos normais fisicos, quimicos ou imunoldgicos que em circunstancias normais

restringiriam a colonizacao (Cafarchia et al., 2005a; Giréo et al., 2006).

A existéncia de animais saudaveis com populacbes anormalmente elevadas de
Malassezia auricular e animais com sinais de otite mas com populacdes pequenas de
Malassezia contribui para o debate ja existente sobre o que considerar normal e anormal em
termos de numeros de microrganismos presentes em citologias auriculares. A diferenca de
valores de referéncia existente entre estudos pode ser o reflexo de variabilidade racial no
tamanho das populagdes fungicas: certos autores consideram que valores de referéncia
para densidades populacionais de Malassezia s6 podem ser estabelecidos se forem
estudados por raca devido a essa variabilidade racial; por exemplo, cdes Basset hound
saudaveis tém populagcbes maiores de Malassezia cutdnea que animais de raca
indeterminada (Bond & Lloyd, 1997). Podemos assim supor que a variabilidade racial existe
também para Malassezia auricular e que os valores de referéncia também devem ser
estabelecidos por raca, sendo a dificuldade para esse estabelecimento de tais valores os
animais sem raca determinada. Independentemente dos valores de referéncia escolhidos
pelo clinico, existe concordancia na literatura em dizer que deve sempre correlacionar-se 0s

resultados da citologia com os sinais clinicos.

J& foi referido anteriormente que o sobrecrescimento de Malassezia € um factor
predisponente mas também perpetuador de otites externas mas raramente € uma causa
primaria (Lyskova et al., 2007). Tal como na dermatite a Malassezia, existem varias doencas
que podem estar na origem da proliferacéo fungica e por vezes ndo estédo diagnosticadas na
altura em que o animal chega a consulta com uma otite. Estas doencas subjacentes, se ndo
forem diagnosticadas e tratadas, vao eventualmente levar ao insucesso do tratamento da
otite. Essas doencas incluem doencas alérgicas (principalmente dermatite atdpica),
endocrinopatias, imunossupressao iatrogénica, mas também parasitoses, presenca de corpo
estranho (Morris, 2006; Lyskova et al., 2007). Neste estudo, 78,57% dos animais com
sobrecrescimento de Malassezia tinham historia de doencas dermatol6gicas ou sistémicas,
tais como a demodecose, dermatite a Malassezia, piodermite, otites (bacterianas,
parasitarias, outras fungicas), poélipos auriculares, hiperadrenocorticismo, hipotiroidismo,
parvovirose e a prevaléncia de malasseziose (sobrecrescimento de Malassezia) nos animais
com histéria clinica relevante foi de 37,29% (tabela 6). O teste X* de Pearson n&o
considerou estatisticamente significativo o resultado obtido no nosso estudo e assim né&o
ficou provada a relacdo entre a histéria clinica e o sobrecrescimento de Malassezia (tabela

7). A pesquisa de doencas predisponentes baseou-se apenas na histoéria clinica dos animais
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e nao foram investigadas eventuais doencas subjacentes, por isso, ndo descartamos a
possibilidade de alguns dos animais aparentemente sem histéria de doencas

predisponentes terem efectivamente alguma doenca ainda ndo diagnosticada.

A idade e o sexo dos animais ndo sédo geralmente considerados como factores de
predisposicdo para malasseziose auricular canina, no entanto, sdo varios os estudos que
dizem que pode existir uma predisposicdo sexual e etdria. Um estudo demonstrou a
possibilidade de existir uma predisposicdo para sobrecrescimento de Malassezia dos
machos e animais com menos de 1 ano de idade, e outro estudo concluiu que a presenca
de Malassezia era mais frequente em animais entre 1 e 3 anos de idade (Cafarchia et al.,
2005a; Giréo et al., 2006). A maior frequéncia de Malassezia nos machos também foi uma
das conclusdes de um estudo de 2008 por Prado et al. No nosso estudo, a prevaléncia da
malasseziose (sobrecrescimento de Malassezia) foi ligeiramente superior nas fémeas, em
concordancia com o estudo de Cafarchia et al. (2005a) (tabela 6), porém, realizado o teste
X? de Pearson, este resultado n&o tem significado estatistico (tabela 7). A média de idades
da nossa populacao testada total era de 7 anos e utilizamos esse nimero para agrupar 0s
animais por idades. Apesar os resultados indicarem uma prevaléncia de sobrecrescimento
de Malassezia maior em animais com 1 ano de idade ou menos (tabela 6), esta constatacdo

nao tem significado em termos estatisticos (tabela 7).

O resultado do teste exacto de Fisher permitiu sugerir uma maior probabilidade de
ocorréncia de sobrecrescimento de Malassezia em cées da raca Cocker spaniel (tabela 8).
Esta raca faz parte das racas consideradas predispostas e isto podera dever-se ao facto de
ser uma raca de orelhas pendulares (Girdo et al., 2006; Prado et al., 2008). A prevaléncia da
malasseziose (sobrecrescimento de Malassezia) em cdes com orelhas pendulares foi
estimada no nosso estudo em 31,65% (tabela 6), enquanto a prevaléncia estimada por
Cafarchia et al. (2005a) foi de 51,8%. Esta caracteristica anatémica foi demonstrada em 2
estudos como sendo um factor predisponente: pela sua conformacéo, as orelhas pendulares
podem criar um ambiente mais favoravel (maior temperatura, menor arejamento) ao
desenvolvimento fangico que orelhas erectas (Cafarchia et al., 2005a; Prado et al., 2008).

No nosso estudo, porém, a predisposicéo referida ndo foi demonstrada (tabela 7).
Os resultados obtidos da observagéo individual de cada ouvido (25% dos ouvidos

esquerdos e 24,55% dos ouvidos direitos tinham sobrecrescimento de Malassezia) permitem

dizer que ndo existem diferencas entre ouvidos no que toca a presenca de Malassezia, ou
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seja, nenhum dos dois lados esta particularmente predisposto ao sobrecrescimento (grafico
10).

Neste estudo, 35,42% dos animais com presenca de Malassezia auricular (tanto
animais com populacdes consideradas normais como animais com populacdes anormais)
tém densidades populacionais diferentes entre ouvidos (grafico 8). Esta diferenca de
tamanho das populacdes entre ouvidos do mesmo animal pode ser em parte devido a
variaveis ligadas a colheita, coloracéo e observacao microscépica das amostras, no entanto,
em acordo com um estudo de Oliveira et al. (2008), essa diferenca também pode ser vista
como reflexo dos ouvidos como sendo duas entidades diferentes. No nosso estudo, ndo séo
raros 0s exemplos de animais que apresentavam popula¢cées microbianas diferentes entre
ouvidos: certos ouvidos podiam ter um sobrecrescimento de Malassezia enquanto o oposto
tinha populagdes fungicas consideradas normais, certos ouvidos podiam ter predominancia
de bactérias enquanto no oposto predominavam os fungos. Um dos cdes testados, um
Cocker spaniel macho de 10 anos que tinha corrimento auricular fétido e presenca de
poélipos auriculares (possivel causa priméria), tinha no ouvido esquerdo uma populagéo
microbiana predominada por bacilos com alguns cocos e alguns fungos, e no ouvido direito
uma populacao constituida essencialmente por Malassezia onde as bactérias estavam em

menor quantidade que no ouvido esquerdo (figura 16).

Figura 16 — Aspecto microscépico dos ouvidos direiesquerdo de um céo de 10 anos da raga Cockeelsp
com polipos auriculares e descarga auricular f§d@00). a) ouvido direito: sobrecrescimentoMialassezia
(setas grandes); algumas bactérias (essencialmbatdos) (setas pequenas); b) ouvido esquerdo:
sobrecrescimento bacteriano com predominancia dioba(seta branca) (imagens gentilmente cedidés pe
Hospital Veterinario SOSVET).

7

Esta diferenca de tamanho de populacbes entre ouvidos € importante ser
reconhecida uma vez que muito clinicos apenas recolhem amostras do ouvido mais

afectado e baseiam o seu tratamento no resultado desse ouvido. A recolha e observacao
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microscopica de duas amostras, para além de aumentar a probabilidade de isolamento de
agentes patogénicos (por exemplo, uma amostra pode conter mais células epiteliais que
outra e permitir evidenciar microrganismos aderentes a essas células), permite instaurar um
tratamento mais racional e evitar 0 ndo diagndstico de uma possivel causa de perpetuacdo

de otite (por exemplo, bactérias).

A grande maioria das otites sdo polimicrobianas e uma das associacbes mais
comuns é Malassezia pachydermatis + Staphylococcus intermedius (Oliveira et al., 2008).
Pensa-se que exista uma relacdo simbidtica entre estes dois microrganismos que utilizam os
produtos metabdlicos um do outro (Lyskova et al., 2007). Algumas das amostras (20,59%
dos animais com sobrecrescimento de Malassezia) apresentavam bactérias juntamente com
Malassezia (grafico 11). A maioria destas amostras (71,43%) consistiam em cocos mas
também foram observados bacilos (gréfico 11). Dos animais com popula¢cdes anormais de
Malassezia associadas a bactérias, 85,71% tinham otite na altura da colheita de material
auricular, facto que pode reforcar a ideia de simbiose entre os dois microrganismos (grafico
12). Sem coloracdo Gram ou cultura, apenas podemos fazer suposi¢cdes sobre a natureza
destas bactérias mas é provavel que os cocos sejam efectivamente Staphylococcus sp.
Nestes animais que mostrem sobrecrescimento bacteriano concomitante, € importante a

antibioterapia e, idealmente, baseada nos resultados de cultura e antibiograma.
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CONCLUSAO

A malasseziose € uma doenca comum na clinica de animais de companhia. A
Malassezia pachydermatis tem uma ocorréncia bastante elevada nos ouvidos dos cées e é
compreensivel a frequéncia com que esta associada a patogenia de otites externas, apesar
de ainda ndo serem claras as razfes que levam a passagem do seu estado de
microrganismo comensal a agente patogénico (Guillot & Bond, 1999).

Com esta dissertacdo pretendeu contribuir-se para o conhecimento sobre a
malasseziose auricular reunindo a literatura existente sobre o assunto e através de um
estudo numa populagdo de 112 cdes cujo objectivo principal foi estimar a prevaléncia da
malasseziose auricular nessa populagdo contribuindo para o conhecimento sobre a
epidemiologia da doenca no cdo em Portugal.

Alguns resultados obtidos v&o ao encontro dos publicados anteriormente por outros
autores, nomeadamente, as percentagens de presenca de Malassezia (independentemente
do tamanho da populacdo fungica) obtidas em animais saudaveis (36,11%) e em animais
com otite externa (85,29%) estdo em concordancia com estudos anteriores. A maior
prevaléncia de malasseziose (em termos de sobrecrescimento de Malassezia) em animais
com sinais de otite (79,41%) e animais com orelhas pendulares (31,65%), assim como a
aparente susceptibilidade da raca Cocker spaniel também s&do aspectos referidos em
estudos anteriores. O estudo permitiu evidenciar uma relacdo estatisticamente relevante
entre a presenca de otite e 0 sobrecrescimento de Malassezia. O estudo permitiu também
verificar que nenhum dos dois ouvidos estava particularmente predisposto ao
sobrecrescimento, que era frequente que animais com presenca de Malassezia auricular
tenham tamanhos de populacao diferentes entre ouvidos e que 0s cocos eram as principais
bactérias associadas a Malassezia nos ouvidos. Este estudo ndo provou a relacdo entre a
ocorréncia de sobrecrescimento de Malassezia com a idade, sexo, tipo de orelha ou historia
clinica.

Este estudo permitiu também perceber as dificuldades ligadas ao diagndstico
citologico de malasseziose por ndo existirem valores de referéncia consensuais (Ginel et al.,
2002; Morris, 2006; Cole et al., 2007). O diagndstico de otite a Malassezia é em parte
subjectivo e o papel do tratamento no diagnostico definitivo € importante (Angus, 2004). S&o
necessarios mais estudos para definir valores de referéncia e esses estudos deverdo ser
feitos por ragas (com énfase nas racas descritas como predispostas) j& que se consegue

adivinhar a dificuldade em encontrar valores adequados a todas as racas.
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