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I. RESUMEN

La otitis es una enfermedad inflamatoria del canal auditivo externo, causada por
diversos factores fisicos y ambientales que favorecen la proliferacion de bacterias 'y
levaduras como Malassezia spp. existen diversos tratamientos para este
padecimiento, sin embargo, la mayoria de los tratamientos pueden generar
resistencia antimicrobiana y antimicotica, por lo tanto, el objetivo del trabajo fue
evaluar la efectividad de un tratamiento alternativo a fin de modificar el microbioma
en perros diagnosticados con otitis externa por Malassezia spp. para eliminar los
signos clinicos asociados a los factores predisponentes. Un total de 30 perros de
razas y géneros indistintos, de 2 a 9 afios, fueron diagnosticados por medio de
microscopia y PCR convencional con otitis externa por Malassezia spp, durante la
primera consulta se obtuvieron 4 hisopados 6ticos de los canales auditivos
afectados, los primeros dos hisopados, uno del oido izquierdo y otro del oido
derecho, fueron utilizados para la realizacién de citologia por tincion Diff quick para
visualizacion de levaduras y células presentes, los segundos dos hisopados se
utilizaron para realizar una reaccion de PCR utilizando los cebadores NL1 Y NL2
del fragmento D1/D2 del gen 26S, que amplifica un fragmento de 600pb, durante la
consulta se realizé un cuestionario dermatolégico para obtener la informacién
necesaria referente a los factores asociados a la prevalencia de otitis externa por
Malassezia spp., para el andlisis de datos utilizé la Prueba de Chi-cuadrada P=0.05
y un Andlisis de componentes principales P= 0.05. Los productos de PCR
amplificados, se purificaron a partir del gel de agarosa, utilizando el Wizard® SV Gel
y PCR Clean -Up System (Promega, EE.UU.). 30 ng del producto de PCR purificado
se sometid al analisis de secuenciacion utilizando Dye® Terminator v.3.1 Ciclo de
Secuenciacion Kit (Applied Biosystems, EE.UU.). Las secuencias se procesaron en
un analizador de secuencia 3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU). Las
secuencias obtenidas fueron alineadas con secuencias reportadas en el GenBank
utilizando ClustalW Software para verificar la especie de Malassezia obtenida.

Después se realizd un analisis filogenético utilizando el sofware Mega X.



Posteriormente se realiz la evaluacion de un tratamiento alternativo, se utilizé la
solucion acida electrolizada de flujo controlado (SAEFC) Electrobioral, que crea un
ambiente acido, tiene propiedades bacteriostaticas y bactericidas. Las
evaluaciones clinicas y citoldgicas fueron los dias 1,7 y 14, para la evaluacion clinica
se considerd: Dolor, Eritema, Exudado, Inflamacion, Ulceras, Mal olor y
Pigmentacién, considerando una escala de; negativo (0), leve (1), moderado
(2) y severo (3), se considerd una escala clinica total: sin alteraciones clinicas (0),
moderada (1) y severa (2). Se realizaron las evaluaciones citoldgicas, para la
valoracion de leucocitos polimorfonucleares (PMN), presencia de bacterias (cocos)
intracelulares (CI), extracelulares (CE) y levaduras, los dias 1, 7 y 14. Posterior a la
toma de muestra y revision de la citologia, a cada perro se le aplicé un algodon
impregnado con solucion acida electrolizado de flujo controlado, se dej6 actuar
durante 15 minutos, 4 veces al dia por 14 dias. El resultado del analisis de chi
cuadrada determino que la otitis previa, prurito, aire acondicionado, pelo en la oreja,
tipo de oreja son factores predisponentes para la otitis por Malassezia spp. El
analisis de componentes principales asocio componentes fisicos con ambientales:
Aire acondicionado, tipo de oreja, estado de salud de la piel, otitis previa, prurito y
el pelo en la oreja. Los resultados del tratamiento indicaron que los valores de PMN
disminuyeron teniendo diferencia significativa entre los dias 1 al 7 y del 7 al 14, la
presencia de cocos IC presento diferencia en evaluaciones del dia 1 al 7 y del 7 al
14 evidenciando una disminucién importante, los cocos EC presentaron diferencia
significativa entre los dias 1 al 7, del 7 al 14, al igual que las levaduras que
disminuyeron significativamente del dia 1 al 7 y del 7 al 14. La evaluacién del dolor
mostro una disminucién sostenida hasta llegar al 95% de remision, el eritema
disminuyo en 68.33%, el exudado remitié en el 90%, la inflamacion ya no estuvo
presente al dia 14 en el 78% y el 21.67% presentd inflamacion leve, las ulceras
remitieron al dia 14 en el 93.33% de los casos y 6.67% presentaron ulceras leves,
al dia 14 de tratamiento, el mal olor remitio en el 95% y el 5% presento olor leve, la
pigmentacion de los oidos al dia 14 no estaba presente en el 51.67% y el 48.33
presento pigmentacion leve. La secuencia obtenida fue idéntica en un 99,9% con

Malassezia pachydermatis, el analisis filogenético mostré que la secuencia es



cercana y presenta una asociacion a las secuencias zoonoticas reportadas en
humanos de Colombia y Kuwait, por lo que se sugiere que Malassezia
pachydermatis en perros con otitis de México podria tener un potencial zoonatico,
sin embargo, surge la necesidad de ampliar los estudios que corroboren el
planteamiento. El uso de una solucién acida electrolizada de flujo controlado, es un
tratamiento alternativo eficaz en perros con otitis externa, sin embargo, es
importante tener en cuenta que existen factores predisponentes como la otitis
previa, prurito, factores ambientales, pelo en la oreja, tipo de oreja que deben ser
tomados en cuenta para la efectividad del tratamiento.



ll. INTRODUCCION

La audicion en los perros y el sentido de equilibrio estan regulados por el oido.
diversas afecciones causan problemas de audicion, la enfermedad mas comun en
perros es la otitis externa causada por Malassezia spp. hasta en un 60%, esta
levadura comprende un grupo de organismos comensales que habitualmente
colonizan capas superficiales de la epidermis, ademas existe una predisposicion de
diversos factores fisicos y ambientales que favorecen a la prevalencia de la levadura
en problemas de otitis canina (Angus et al., 2002). La evaluacion citolégica del
exudado 6tico es el método diagnostico comunmente utilizado para dirigir y controlar
el tratamiento de la otitis externa por Malassezia spp., sin embargo, el uso de
métodos moleculares cada dia es mas recurrente (Choi et al., 2018). Los
tratamientos para la otitis externa incluyen la terapia tépica y sistémica, pero algunos
de estos pueden producir resistencia antimicrobiana y micotica. La otitis se presenta
con un aumento en produccion de cerumen a lo largo del canal auditivo externo,
proporcionando los mecanismos adecuados para una infeccion secundaria por
bacterias como Staphylococcus spp o Pseudomonas que generan biofilm vy
levaduras como Malassezia spp que desarrolla una respuesta alérgica y prurito
(Malayeri et al., 2010), lo que tiene como consecuencia la recurrencia de infecciones
y la enfermedad cronica que tiene como resultado la ablacion total del conducto
auditivo (Nuttall, 2016), por todo esto, es importante el control del equilibrio de la
microbiota del oido, por lo que se ha explorado el uso de terapias alternativas como
extractos y aceites esenciales de plantas y miel (Al-Waili et al., 2011). Otra sustancia
de reciente aparicion es la solucion acida electrolizada de flujo controlado, que crea
un ambiente acido en el que se impide la reproduccion microbiana. Esta solucion,
de pH <3, se ha utilizado para desinfectar heridas (contra bacterias anaerébicas),
para tratar las Ulceras diabéticas y heridas quirdrgicas infectadas, también se utiliza
para prevenir infecciones en qguemaduras (Nova et al., 2019; Cerezo et al., 2014,
Tejedor et al., 2020), por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar la

efectividad de un tratamiento alternativo a fin de modificar el microbioma en perros
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diagnosticados con otitis externa por Malassezia spp. para eliminar los signos

clinicos asociados a los factores predisponentes.



I1l. REVISION DE LA BIBLIOGRAFIA
Oido canino

La audicion de los perros y el sentido de equilibrio estan regulados por el oido. La
funcion del oido es transducir ondas sonoras en un mensaje neural. El érgano esta
divido en tres porciones: externa, media e interna, las primeras dos partes, se
encargan de recibir y transmitir las ondas sonoras al sistema nervioso, la ultima se

encarga de la audicién y centro del equilibrio (Cole, 2009).

Figura 1 Figura esquematica del oido externo, medio e interno del perro.
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A) Seccion transversal a través del craneo (B) Vista cercana del oido medio e
interno (Njaa et al., 2012)



Oido externo

La pina

El oido externo estid constituido por la pina, en los perros puede tener una
conformacion erecta o pendulante dependiendo de la raza, el cartilago auricular y
anular de la pina se convierte en un embudo que conforma la apertura del canal
auditivo externo (Cole, 2009). La pinna tiene una conformacién ancha con margenes
divididos en medial (rostral) y lateral (caudal). El margen caudal contiene una bolsa
llamada bolsa marginal cutanea, que parece no tener una funcion obvia (Kumar,
2005). Como se observa en la figura 2, cuando la pina es revisada, se puede
observar una superficie concava caralateralmente orientada y una superficie
convexa caudomedial. La porcion delgada, plana y pendular de la pinna se llama
escapa, cuya punta es conocida como el apice. La hélice se refiere a los margenes

escapales del cartilago auricular (Kumar, 2005).

La piel de la pinna contiene glandulas sudoriparas apocrinas, glandulas sebaceas y
foliculos pilosos. El cartilago auricular elastico de la pina es atravesado por orificios
para el paso de vasos sanguineos y nervios desde la superficie convexa hasta
superficie concava (cole, 2009). Los musculos de la pinna son numerosos y actdan
para mover el oido en direcciones especificas cuando es necesario. Los dos grupos
principales son los musculos rostroauriculares y e musculos caudoauriculares, el
cartilago scutiforme es una estructura en forma de L ubicado en los musculos

rostroauriculares medial al oido (Cole, 2009).

Los perros de raza pura con pinnas colgantes, por ejemplo; cocker spaniel y poodle
tienen mayor probabilidad de tener infecciones 6ticas en comparacién con perros
mestizos, mientras que los perros de raza pura con orejas erectas,
independientemente de si existe la presencia de pelo en el canal auditivo tiene un
riesgo menor de otitis externa que los perros mestizos (Hayes et al., 1987). También
sea descrito en estudios previos gque las pinas pendulantes con pelo en el oido

tienen retencion de calor y humedad en el canal auditivo y se ha sugerido como un



factor que influye en la aparicion de otitis externa (Hayes et al., 1987). Sin embargo,
contrariamente a estos resultados ninguno de estos factores (conformacion pinal,
pelo en el oido, temperatura, humedad), se han encontrado relacionados con el

riesgo de otitis externa.

Canal auditivo externo

Otra parte importante del oido externo es el antitragus, es una pieza delgada y
alargada de cartilago caudal al trago y separada de él por el ocio intertragico, esta
region es el area en la que se inserta el otoscépico, cono u otoendoscopio para
examen otoscopico (Figura 3). La porcion proximal del cartilago auricular se
convierte en una forma de embudo formando el canal auditivo vertical. El canal se
desvia medialmente al nivel del timpano y da origen a el canal auditivo horizontal.
El cartilago anular se superpone con el meato acustico externo 6éseo y se articula a
través del tejido ligamentoso, esta cualidad da flexibilidad al canal auditivo externo
(Harvey et al., 2001). En la mayoria de las razas, los pelos estan presentes en el
oido externo, pero disminuyen en nimero desde distal a proximal, sin embargo, muy
pocos pelos finos se encuentran distales a la membrana timpéanica. La utilidad del
pelo en canal auditivo externo es la ubicacion de la membrana timpanica cuando se
enjuaga terapéuticamente un oido. Los perros Cocker Spaniel suelen tener foliculos
capilares compuestos excesivos en el canal auditivo horizontal en comparacién con
foliculos pilosos simples, poco distribuidos en perros galgos y perros de raza mixta.
El canal auditivo tiene glandulas ceruminosas que son simples tubulares enrollados
gue se parecen a las glandulas sudoriparas apocrinas. Estan compuestos de una
interior secretora envuelta por células mioepiteliales dentro de una membrana basal
(Angus et al., 2002). Las glandulas ceruminosas estan ubicadas en la dermis mas
profunda debajo de las glandulas sebacea. La porcién secretora de las glandulas
ceruminosas esta revestida de células altas en columna, en contraste con la parte
tubular que esta forrada con una sola hilera de células alargadas y aplanadas. Se

presenta poco de tejido glandular y foliculos pilosos en la region dérmica entre los



extremos no opuestos del cartilago anular. Los numeros de glandulas sebaceas y
ceruminosas varian segun la raza, por ejemplo, en razas de pelo largo como el
spaniel y el setter irlandés, tienen mas tejido glandular que las razas de pelo corto

como el boxer (Angus et al., 2002).

Figura 2 . Pinna derecha canina.

intertragic
incisure

Region anatdémica util para la insercién de un cono otoscépico (que se muestra) o
un otoendoscopio en el canal auditivo para el examen otoscépico (Njaa et al.,
2012).

Oido medio

El oido medio consiste en una cavidad timpanica llena de aire, conformado por 3
osiculos auditivos y musculos relacionados, también contiene ligamentos y la
membrana timpéanica (Figura 4). La membrana timpanica se encuentra en un angulo
de 45 en relacidn con el eje central de la parte horizontal del canal del oido externo
(Kumar et al., 2005). La membrana timpanica es una membrana de tres capas que
separa el oido externo del canal desde el oido medio, es delgada en la parte céntrica
y mas grueso en la periferia. El epitelio interno tiene su origen en la faringe, la capa
central estd compuesta por tejido conectivo y escamoso estratificado fibroso de la

9



pared faringea, el epitelio se deriva del ectodermo del primer surco faringeo y es
parte del canal auditivo externo (Cole, 2009). La membrana timpanica se divide en
dos secciones: la pequefia parte superior se denomina flaccida y la mas grande

inferior se conoce como pars tensa (Figura 3).

Figura 3 Esquema componente Oido interno y medio.
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Dibujo esquematico del oido interno, oido medio y meato acustico externo de un
perro (Tater et al., 2003).
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Figura 4 Membrana timpanica izquierda del perro.
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Se muestran las 3 secciones de la membrana timpanica (Njaa et al., 2012)

La pars flaccida tiene un color rosa, es pequefia, tiene una regiéon que forma el
cuadrante superior de la membrana timpénica donde estan contenidos pequefos
vasos sanguineos (Harvey et al., 2001). Cuando se realiza un examen o6tico, la pars
flaccida en la mayoria de los perros se observa plana. Sin embargo, puede
encontrarse de manera no tan comdn un abultamiento en la pars flacida de orejas
de perros con y sin otitis. Actualmente, no se han informado sobre si hay diferencias
histol6gicas entre una flaccida pars plana y la abultada en perros normales, pero,
en humanos, la presencia de una membrana timpanica hiperinflada es indicativo del
incremento de presion en el oido medio, Por lo tanto, puede haber una mayor
presion en el oido medio de perros con una protuberancia flaccida. Por otra parte,
en razas como el perro Cavalier King Charles Spaniel, el bulto de la pars flaccida
indica otitis media secretora primaria (Figura5), esta es una enfermedad en la que
la cavidad del oido medio se llena de moco, debido a la disfuncion de la trompa de
Eustaquio.
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Figura 5 Membrana timpanica derecha de un perro Cavalier King Charles
spaniel con otitis media secretora primaria.

Se observa el abultamiento en la pars flaccida. A) pars flaccida y B) pars tensa
(Cole, 2009).

La pars tensa es una estructura delgada, resistente y gris que ocupa el resto de la
membrana. El manubrio del malleus se une a la superficie medial de la pars tensa.
El contorno del manubrio del malleus, la estria mallearis, se puede visualizar cuando
se ve la membrana timpanica externamente. La pars tensa es de forma concava
cuando se visualiza desde afuera por la tensién que se aplica a la superficie interna
de la membrana, se adjunta donde se encuentra el manubrio del maleo (Heine,
2004).

En experimentos de ruptura de la membrana timpénica normal, se ha demostrado
que es capaz de regenerarse en el dia 14, con una curacion completa entre 21y 35
dias. La histologia revelo que las membranas timpanicas que se curaron eran mas

gruesas que la membrana timpanica que no se habia roto.

La autolimpieza del oido es principalmente lograda por un proceso de migracion
epitelial. Este proceso esta ampliamente estudiado en los humanos y modelos
conejo. Cuando la sangre suministro de la membrana timpanica en humanos es
pobre, la migracion epitelial se ve afectada, lo que resulta en una disminucién de la
tasa de migracion epitelial y patrones migratorios anormales. En estos estudios,
parece que el movimiento basal (movimiento desde el anillo superior) se dirige a la

inversa y queratinocitos de superficie (movimiento desde el umbo o manubrio del
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martillo hacia afuera). La germinacion Se cree que el centro en humanos es el umbo.
Los mecanismos de migracion epitelial en el perro aun no se han establecido
(Tinling et al., 2006).

La cavidad timpanica en encuentra llena de aire, esta cavidad esta revestida por un
epitelio escamoso simple y epitelio cuboidal simple con una delgada capa de tejido
conectivo. Algunas células epiteliales contienen cilios, sobre todo en el piso de la
cavidad. El gas en el oido medio esta compuesto de nitrégeno (83.2% + 5), oxigeno
(12.1% + 2.2) y di6xido de carbono (4.7% + 0.7) (Defalque et al., 2005).

En la pared medial de la cavidad timpénica hay una eminencia 6sea, el promontorio,
que alberga la coclea. La coclea es la ventana ubicada en la porciéon caudolateral
del promontorio y esta cubierta por una membrana delgada que oscila para
diseminar energia vibratoria de la perilinfa en la escala timpanica en la céclea. La
ventana vestibular se encuentra en la superficie dorsolateral del promontorio, medial
a la pars flaccida. Esta cubierto por un diafragma delgado sobre el que se apoya la

plataforma del estribo (Kumar et al., 2005).

Los tres huesecillos auditivos, el malleus, el incus y el estribo, son los huesos que
transmiten y amplifican las vibraciones del aire desde la membrana timpanica hasta

el oido interno.

Oido interno

El oido interno esta alojado en un laberinto 6seo en la porcién petrosa del hueso
temporal, tiene tres canales semicirculares (cada uno contiene una ampolla) y una
cOclea espiral. El espacio perilinfatico del vestibulo tiene el utriculo, el sacro y la
base del conducto céclear. El vestibulo es un espacio oval irregular que se
encuentra comunicado con la céclea rostralmente y los canales semicirculares
caudalmente (Figura 6). El laberinto 6seo rodea al laberinto membranoso. En el
laberinto membranoso se encuentran los drganos sensoriales cuya finalidad es la

de controlar la audicion y el equilibrio (Kumar et al., 2005).
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Figura 6 Hueso y laberinto membranoso del oido interno.
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Esquema que muestra el hueso y Laberinto membranoso del oido interno con sus

partes complementarias (Cole, 2009).

Hay tres partes funcionalmente relacionadas del oido interno, la primera consta de
conductos semicirculares, que contienen células ciliadas para detectar la
aceleracion de la endolinfa que se da cuando se realiza la rotacion de la cabeza. Lo
segundo con el utriculo y el sacro, que contienen células ciliadas en la méacula, para
responder a la aceleracion lineal de la cabeza y su posicion estatica. La tercera
parte es el conducto coclear, considerado como la porcién auditiva del laberinto

(Venker et al., 2005). Dentro del conducto coclear esta alojado el 6rgano de Corti,

gue se compone de células de soporte y células ciliadas, estas células descansan

sobre la membrana basilar (Figura 7).
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Figura 7 Seccion transversal de la coclea

~ o
J. 7 Scala vestibuli
v | L R
R Reissner’s -

membrane

Spiral limbus —_| T

Tectorial membrane
Cochlear nerve -
Organ of corti -

Basilar membrane —

La imagen muestra una seccion transversal de la céclea (Cole, 2009).

Hay tres conductos semicirculares, los conductos semicirculares estan orientados

en angulo recto a cada uno y la rotacion de la cabeza alrededor de cualquier plano
hace que la endolinfa fluya hacia uno o mas conductos (Harvey et al., 2001). Cada

de los conductos semicirculares esta conectado en ambos extremos con el utriculo
y al sacro por medio de la intervencion del conducto endolinfatico. El sacro se
comunica con el conducto coclear por el conducto. reuniens. Los receptores
(méculas) estan presentes en el utriculo y saccule, que contiene células ciliadas.
estan orientadas en posicién vertical (plano sagital) mientras que la macula utriculi
esta orientada en direccion horizontal (dorsal avién). Estos son responsables de la
sensacion de la estatica y la posicién de la cabeza en aceleracion o desaceleracion

lineal.

La parte mas altamente desarrollada y diferenciada de el laberinto membranoso es
el conducto coclear. Dentro de ella son el 6rgano de Corti, la membrana tectorial, la

membrana vestibular y células sensoriales inmersas en endolinfa Estas estructuras
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estan involucradas en la transduccion y transmision de impulsos de sonido a través

de nervio coclear al cerebro (Cole, 2009).

Funcion del cerumen

El cerumen es un compuesto que se produce continuamente (Cole, 2009), este
compuesto se origina a partir de la secrecion de las glandulas encontradas en el
conducto auditivo, dendritus sebaceos, y corneocitos descamados. El cerumen esta
compuesto de lipidos en mas de un 50% (&cido linoleico, margarico, oleico y
estearico), inmunoglobulinas, y H20 (Cole, 2009). La funcién del cerumen es ser la
principal barrera de proteccion (Cole, 2009) para impedir la entrada de cuerpos
extrafios, también se encarga de aislar la humedad, protege de lesiones mecanicas,
y favorece el proceso bacteriostatico. La expulsion de los componentes retenidos
junto con el cerumen es gradual, y se da por medio de la migracion celular epitelial
(Cole, 2009); la migracion inicia desde la membrana timpanica hacia el pabell6n, y
su eficiencia depende del grado de vascularizacion (Cole, 2009). Su aspecto
depende de las condiciones en que se encuentre el conducto auditivo, por lo tanto,
su color, olor y consistencia varia (Cole, 2009).

Proceso auditivo

El ingreso de las ondas auditivas ocurre gracias al pabellon auricular y sus
movimientos, los caninos alcanzan a percibir ondas de 40 Khz (Cole, 2009). La pina
y el oido externo recoge ondas de sonido, las ondas sonoras causan vibraciones de
la membrana timpéanica. Las vibraciones son transmitidas a través de los huesecillos
hasta la ventana vestibular (ovalada). Estas vibraciones se transfieren desde
ventana vestibular (ovalada) a la perilinfa de la escala vestibular. Posteriormente, el
canal se une a la escala timpanica en el vértice de la céclea para que la desviaciéon

vaya hacia adentro del vestibulo. La ventana (oval) da como resultado una
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desviacion hacia afuera de la ventana coclear (redonda). Dentro del conducto
coclear las ondas de sonido propagadas a lo largo de la escala vestibular producen
la flexion de la esterocilia de las células ciliadas del 6érgano de Corti, despolarizando
las células. A partir de ahi, se producen conexiones sinapticas entre las células
ciliadas y las neuronas del ganglio espiral y transmiten la informacion a través de la

coclea por la rama del nervio vestibulococlear (cole, 2009).
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Figura 8 Proceso auditivo
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Microbioma del oido canino

El canal auditivo externo tiene un microbioma normal que consiste en bacterias, y

levaduras (Tater et al., 2003). Por medio de cultivo se ha reportado que en los oidos

externos se encuentran bacterias como Staphylococcus, Bacilos sp., Malassezia

spp., Escherichia coli, Corynebacterium sp., Estreptococos, Micrococcus sp.
(Bradley et al., 2020).

Los organismos bacterianos mas comunes. aislado del conducto auditivo externo

en perros con otitis externa incluyen Staphylococcus (pseud) intermedius,

Pseudomonas aeruginosa, Proteus sp., beta-Streptococcus, Corynebacterium sp.,

Enterococcus sp., E. coli y Malassezia spp (Taker et al., 2003).

Recientemente, estudios de metagendmica han revelado que la poblacion

microbiana 6tica es mas compleja que la descrita por métodos citolégicos y cultivos,

pero dependera de cada individuo (Bradley et al., 2020).
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El Stafilococcus es la bacteria mas reportada como predominante en el oido del

perro.
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Figura 10 Abundancia relativa de bacterias a nivel de género con mayor
abundancia (Bradley et al., 2020).
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La imagen muestra la diversidad alfa fangica, abundancia relativa (proporcién) de
hongos en el phylum) y nivel de orden, en cuanto a las levaduras, Malassezia spp.

es la levadura mas predominante en el oido canino (Bradley et al., 2020).

Otitis externa canina

Figura 11 Las afecciones inflamatorias (otitis)
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En este trabajo se abordo la otitis externa, que se define como una enfermedad
inflamatoria del conducto auditivo externo, que incluye la pina del oido. Existen
diversos factores primarios, de predisposicién y perpetuantes asociados a la

etiologia de esta patologia; estos ultimos agravan el proceso inflamatorio y permiten
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mantener la enfermedad después de eliminar el factor primario (Esquema 3). Las
bacterias y levaduras son microorganismos patdgenos oportunistas, pero pueden
ser causantes de cambios secundarios en el conducto auditivo por una infeccion
cronica. La otitis externa puede ser aguda o cronica (otitis persistente o recurrente
que dura 3 meses o mas (Huang et al., 2009). Los cambios histolégicos que se
presentan en el canal auditivo externo de los perros con otitis externa incluyen;
hiperplasia epidérmica y folicular, inflamacion dérmica, glandulas sebaceas menos
activas y glandulas ceruminosas muy dilatadas (Huang et al., 2009). Las glandulas
sebaceas no proliferan ni se convierten en cordones epiteliales no secretores en los
oidos afectados por otitis, por lo tanto, la evaluacion del canal auditivo revela que la
cantidad de las glandulas sebaceas no se reducen en razas de perros propensas a
tener otitis como es el caso de (cocker spaniels, springer spaniels, labrador y perros
perdigueros); el area total de glandulas ceruminosas aumenta. Ademas, parece que
la hiperplasia de la glandula es una respuesta relacionada con la raza, en el cocker
spaniel americano con otitis, lo que resulta en otitis externa en etapa terminal, esta
informacion sugiere que puede haber diferentes vias fisiologicas para cambios
patoldgicos progresivos resultantes identificados en perros con otitis dependiendo
de la raza del perro. El pH del epitelio del canal auditivo en perros sanos es de 4.6
a 7.2, con un pH medio en perros machos de 6.1 y en perras de 6.2. En perros con
otitis externa crénica, el pH aumenta a 6.0 a 7.4 (media 6.8) mientras esta en perros
con otitis aguda el pH cae a 5.2 a 7.2 (media 5.9). El cerumen es una emulsién que
recubre el canal auditivo. Esta compuesto de células epiteliales escamosas
gueratinizadas descamadas junto con las secreciones de las células sebaceas y
glandulas ceruminosas de las orejas. En el oido normal los lipidos neutros
representan la mayoria del contenido de lipidos de cerumen. En el oido normal, tal

cerumen es secretado por las glandulas sebaceas (Huang et al., 1999).
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Figura 12 Proceso de la otitis canina

Inflamacion del canal auditivo externo

Factores
predisponentes

Causas
primarias

' feccién por
bacterias y Causas

Factores levaduras secundarias
perpetuantes

La otitis externa es comun en los perros y puede ser unilateral o bilateral. La
evaluacion de la otitis y su diagndstico se basa en la palpacién del canal auditivo, la
inspeccidn visual de los oidos, incluido el examen otoscoépico y el andlisis citolégico
de los contenidos o6ticos. Los cambios en la pina del oido incluyen alopecia,
excoriacion, formacion de costras, eritema e hiperpigmentaciéon. El canal auditivo
externo puede presentar presencia de hiperemia, ulceracion, secrecion ceruminosa
0 supurativa, masas, estenosis, cambios glandulares o cuerpos extrafios. Por lo
general, se observa mas de un hallazgo anormal dentro de un oido afectado. La
evaluacion de la membrana timpénica forma una parte clave de la evaluacion

otoscoépica, aunque puede ser dificil evaluar el timpano cuando hay otitis externa.

La evaluaciéon citologica del contenido o6tico es la prueba diagnéstica mas
informativa que ayuda con el tratamiento de la otitis. Las evaluaciones citolégicas
Oticas también ayudan a controlar la respuesta a la terapia. Ocasionalmente, el
muestreo de cultivo bacteriano del canal auditivo horizontal puede usarse para
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ayudar a determinar las opciones de tratamiento y para la seleccion de la terapia
antibiotica sistémica, si esta indicado. Los estudios de imagen como radiografias,
tomografia computarizada (TC) o resonancia magnética (MRI) no se usan de
manera rutinaria, pero pueden ser Utiles en casos de otitis cronica o cuando la otitis
media es preocupante. Es vital que el clinico evalle la participacion de varios
factores primarios, predisponentes y perpetuadores que pueden estar
contribuyendo a la enfermedad del oido mientras evalla a cada paciente individual
afectado por otitis externa. Si se identifican todos o la mayoria de estos factores, es
probable la resolucion de la otitis actual y la prevencion de futuros episodios de otitis
(Bajwa, 2019).

Caracteristicas de Malasseiza spp

Las levaduras Malassezia son organismos comensales, que forman un reservorio
de patdgenos potenciales en el estrato corneo o las mucosas, que pueden inducir
enfermedades cada vez que se pierde el equilibrio homeostatico por la virulencia de
la levadura y la inmunidad del huésped. Las levaduras Malassezia forman un grupo
bien definido y Unico de hongos lipofilicos que viven casi exclusivamente en la piel
y mucosas de vertebrados de sangre caliente. En medios enriquecidos en lipidos,
como el agar de Dixon modificado, las colonias de Malassezia son de color crema
a amarillento, lisas o ligeramente arrugadas, brillantes u opacas, con un margen
completo o lobulado. Las levaduras Malassezia aparecen como pequefias células
ovoides, elipsoidales o cilindricas (1.5 a 6.0 um por 3.5 a 8.0 um). La reproduccién
se realiza en una base amplia y desde el mismo sitio en un polo (desarrollo blastico
monopolar). Algunas especies de Malassezia pueden formar filamentos en lesiones
cutaneas, pero también en cultivo bajo condiciones especificas.11-13 Las
levaduras Malassezia tienen una pared celular gruesa (~ 0.12 um) cuya capa mas
interna muestra una estructura serrada caracteristica valor indiscutible de esta
identificacion fenotipica esquema, a veces se informan resultados ambiguos
(Kobayashi et al., 2015).
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Género, filo y subilo de la especie Malassezia spp. (Kobayashi et al., 2015).
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Figura 13 Mecanismo propuesto por el cual Malassezia spp. contribuye a la
inflamacién
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El aumento del pH en la piel atdpica contribuye a una mayor liberacion de alérgenos
por parte de Malassezia spp. Estos alérgenos, supuestamente junto con Malassezia
spp. células, penetran la epidermis a través de la barrera cutdnea alterada en
pacientes con EA. Malassezia spp. Las células y sus alérgenos pueden ser
reconocidos por el receptor tipo Toll 2 expresado en los queratinocitos y las células
dendriticas que provocan la liberacién de citocinas proinflamatorias. Malassezia

24



spp. los componentes provocan la produccién de anticuerpos IgE especificos de
Malassezia spp. a través de las células dendriticas y la activacion de células B
mediada por células T. Estos anticuerpos IgE también pueden contribuir,
posiblemente a través de los mastocitos, a la inflamacion en la piel atopica.
Finalmente, las células T autorreactivas pueden reaccionar de forma cruzada entre
la superoxido dismutasa dependiente de manganeso fungica y humana (MgSOD) v,

por lo tanto, mantiene la inflamacion de la piel (Tomado de Wu et al., 2015).

Caracteristicas gendmicas de Malassezia spp.

Durante la dltima década, el analisis del genoma de las levaduras Malassezia ha
permitido una mejor comprension de como estos hongos, cuyos antepasados eran
muy probablemente residentes de plantas o suelos, logran sobrevivir y desarrollarse
en el ecosistema cutaneo y coémo interactian con otros miembros de la microbiota

cutanea.

Una de las principales caracteristicas del genoma de Malassezia spp. es su
pequefio tamafio (~ 10 Mb), aproximadamente la mitad del tamafio de otros hongos
basidiomicetos conocidos, y algunas especies tienen menos de 4.000 genes
predichos. Esto puede reflejar la adaptacion al nicho ecolégico limitado de las
levaduras, los andlisis de la familia de genes indican que las levaduras Malassezia
muestran caracteristicas Unicas que comprenden (i) una baja capacidad de
degradacion de carbohidratos debido a la reduccion de los genes que codifican la
glicosil hidrolasa; (ii) una dependencia de los lipidos para el crecimiento debido a la
falta de un gen de &cido graso sintasayy (iii) una expansién concomitante de enzimas
hidrolizantes de lipidos (como lipasas secretadas, fosfolipasas y esfingomielinas
acidas) que permiten que las levaduras Malassezia recolecten y usen acidos grasos
de la piel o las superficies mucosas de sus anfitriones. El andlisis de los genomas
también revelo la presencia de genes unicos con funcion desconocida y que
probablemente se adquirieron a traves de la transferencia horizontal de genes (Wu
et al., 2015).
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Métodos diagnosticos

Figura 14. Métodos utilizados para el diagndstico de Malassezia spp.
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La otitis externa es comun en los perros y puede ser unilateral o bilateral. La
evaluacion de la otitis y su diagndéstico se basa en la palpacién del canal, inspeccién
visual de los oidos, incluso examen otoscopico y andlisis citoldgico de contenidos

Oticos.

Los cambios en el pinaculo del oido pueden incluir alopecia, excoriacion, costras,
eritema e hiperpigmentacién. El canal del oido externo puede presentar presencia
de hiperemia, ulceracion, ceruminosa o secrecidn supurativa, masas, estenosis,
cambios glandulares, o cuerpos extrafios. Por lo general, se observa mas de un
hallazgo anormal dentro de un oido afectado. Evaluacion de la membrana
timpanica. forma una parte clave de la evaluacion otoscopica, aunque puede ser
dificil de evaluar el timpano cuando hay otitis externa presente. Es razonable dejar
la evaluacion de la membrana timpanica. a una fecha posterior, después de que los

cambios atribuidos a la otitis activa hayan sido corregidos (Kumar, 2005).
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Citologia

La evaluacion citolégica de los contenidos 6ticos es la mas simple. Es una prueba
diagndstica informativa que ayuda con el tratamiento de la otitis. Las evaluaciones

citolégicas oticas también ayudan a controlar la respuesta a la terapia (Cole, 2009).

Cultivo

Ocasionalmente, muestreo de cultivo bacteriano y de levaduras desde el canal
horizontal puede usarse para ayudar a determinar las opciones de tratamiento y

para la seleccidn de la terapia antibiotica sistémica, si esta indicado.

Estudios de imagen

Radiografias o tomografia computarizada (TC) o Las imagenes por resonancia
magnética (IRM) no se usan de forma rutinaria, pero puede ser til en casos de otitis
cronica o cuando la otitis media Es de preocupacion. Es vital que el clinico evalue
la participacion de varios factores primarios, predisponentes y perpetuantes que
pueden ser contribuyendo a la enfermedad del oido mientras se evalla a cada
individuo paciente afectado por otitis externa. Si todos o la mayoria de estos factores
se identifican, la resolucion de la otitis actual y la prevencion de los futuros episodios
de otitis son probables (Cole, 2009).

Pruebas moleculares

El uso de PCR que es util para detectar Malassezia spp.en los canales auditivos
externos de perros. El ensayo de PCR es mas sensible y especifico, puede usarse

para controlar la respuesta al tratamiento. Si la enfermedad subyacente o los
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factores predisponentes no se controlan se puede promover una infeccion o6tica
recurrente. La identificacion especifica debe confirmarse mediante analisis de
secuenciacion de ADN. Se han propuesto varios loci moleculares para identificar
Especie Malassezia spp. Los mas utilizados son los loci son el dominio D1 / D2 del
gen 26S rRNA y regiones espaciadoras transcritas internas (ITS) (Wu et al., 2015).

Factores predisponentes para otitis por Malassezia spp.

Hay diferentes factores que se ven involucrados en esta patologia. Los factores
primarios son capaces de causar otitis en oidos sanos. Dentro de estos podemos
encontrar hipersensibilidad alimentaria, atopia, ectoparasitos (acaros, garrapatas,
pulgas), cuerpos extrafios (hierbas, arena), defectos de la queratinizacion
(hipertiroidismo) y posibles erupciones debido al uso de farmacos de administracion
sistémica que pueden causar lesiones auriculares. Los factores asociados con la
proliferacion de Malassezia spp. y su transformacion de microorganismos
comensales a patdgenos son poco conocidos, sin embargo, lo mas probable es que
reflejen las alteraciones de los mecanismos fisicos, quimicos o inmunolégicos que
limitan la colonizacion microbiolégica de la piel (Cafarchia et al., 2005). La estacion
del afio y las diferencias relacionadas en temperatura y humedad estan afectando
el desarrollo de la infeccion por Malassezia. El sexo, la raza y la edad del animal se
consideran factores fisiol6gicos importantes de predisposicion a la infeccion.
Algunos autores informaron una mayor predisposicion de los perros machos a la
otitis asociada con la infeccion por Malassezia en comparacion con las hembras
(Cafarchia et al., 2005). Otros estudios encontraron que existe una prevalencia
generalmente mayor de M. pachydermatis en perros machos (45,2%) que en
hembras (35,2%). Este hecho podria es explicado por el supuesto de que los
androgenos causan una mayor produccion de sebo, que es uno de los factores
predisponentes para el desarrollo de una infeccion latente. Mientras que All-waily et
al. 2011) no encontrd correlacidon entre la dermatitis de Malassezia y la edad de los
animales, Cafarchia et al. 2005 registr6 una alta prevalencia (63%) en perros de 1
a 3 afos de edad. y se informé una alta prevalencia (63%) de levaduras Malassezia

en otitis de animales de 2 a 5 afios de edad. Muchos estudios confirman la presencia
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natural de Malassezia en perros con piel aparentemente sana (Cafarchia et al.,
2005; Nardoni et al., 2007). En estudios cuantitativos, Malassezia se aislo de al
menos un lugar en 18 de 19 perros (95%) en animales sanos. La prevalencia de M.
pachydermatis varia entre las razas. Hay estudios que muestran una alta
sensibilidad de ciertas razas, como Basset Hound, Dachshund, Cocker Spaniel,
West Highland White Terrier, Poodle y Australian Silky Terrier (Plant et al., 1992;
Bond et al., 1996), en otros estudios, por el contrario, La mayoria de los perros con
aislamientos positivos eran cruces (Cafarchia et al, 2005).
M. pachydermatis es la levadura mas frecuente aislada en perros. El conocimiento
de los factores que predisponen al desarrollo de la infeccién puede ser un atributo

valioso de un enfoque de diagnostico apropiado.

Tratamientos para la otitis por Malassezia spp.

Los tratamientos (Tabla 1), incluyen la terapia tépica, se ha descrito el uso de
glucocorticoides para ayudar a reducir el dolor e inflamacion. Generalmente, la
terapia antibiotica sistémica para el tratamiento de otitis externa no es recomendable
debido a la resistencia antimicrobiana (Bajwa, 2019). La otitis se presenta con un
aumento en produccion de cerumen a lo largo del canal auditivo externo,
proporcionando los mecanismos adecuados para una infeccion secundaria por
bacterias como Staphylococcus spp o Pseudomonas que generan biofilm y
levaduras como Malassezia spp que desarrolla una respuesta alérgica y prurito
(Malayeri et al., 2010), lo que tiene como consecuencia la recurrencia de infecciones
y la enfermedad crénica que puede terminar en la ablacién del conducto auditivo
(Nuttall, 2016). Existen algunas complicaciones derivadas del uso indadecuado de
tratamientos para la otitis externa, por ejemplo; Usar soluciones de limpiezas
inadecuadas: Astringentes, a base de alcohol que causan méas dafio en los oidos
inflamados, limpieza traumatica cuando el propietario o el veterinario no realiza
correctamente la limpieza, uso excesivo de antimicrobianos topicos que puden
causar resistencia en el paciente y la recurrencia de infecciones bacterinas (Nuttall,
2016).
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Tabla 1 Tratamientos comUnmente utilizados en otitis canina externa.

Tratamiento  Inflamacion Bacterias Levaduras Acaros Limpiadores
Tbpico Dimetilsulfoxido Ciprofloxacina Ketoconazol Ivermectina Acido
prednisolona Florfenicol Terbinafina  Moxidectina salicilico

Betametasona Marbofloxacina Clotrimazol Imadacroprid Acido bérico

Dexametasona Enrofloxacina Tiabendazole Borax

Hidrocortisona  Gentamicina EDTA
Plata Acido citrico
micronixada Clorhexidina

Glicerol
Isopropanol

Tris
Sistémico Prednisona Solo con Itraconazol Lotilaner
Prednisolona cultivo y Ketoconazol  Afoxalaner

Dexametasona antibiograma,  Terbinafina Fluralaner
Triamcinolona en caso de ser Sorolaner

Deflazacort necesario. Spinosad

(Bajwa, 2019)

Tratamientos alternativos para la otitis externa canina por Malassezia spp.
(Solucién acida de flujo controlado- Electrobioral)

La resistencia a antibidticos y azoles es un problema de emergencia sanitaria
mundial, por lo que se han buscado terapias alternativas como extractos y aceites
esenciales de plantas y miel (Al-Waili et al., 2011). Otra sustancia de reciente
aparicion es la solucion acida electrolizada de flujo controlado, que crea un ambiente

acido en el que se impide la reproduccion microbiana. Esta solucion, de pH <3,
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forma parte de las soluciones de superoxidacion (SSO) con efecto desinfectante,
esterilizante y antiséptico que han demostrado ser efectivas en el manejo de heridas
diversas, asi como en la desinfeccion de areas o instrumental quirdrgico. La
produccion de estas soluciones es sencilla, ya que son desarrolladas a partir de
agua comun y sal (NaCl), se procesan en una camara de electrodos con corriente
eléctrica, generando diversos elementos, principalmente derivados de cloro,
hidrogeno y oxigeno. El uso clinico de estas soluciones ha demostrado su eficacia
y seguridad, asi como su potencia al mantener los tejidos libres de infeccion.
Ademas, se ha sugerido que algunas de éstas pueden tener un efecto sinérgico
relacionado con la modulacion de procesos inflamatorios y de cicatrizacion, la
solucion acida de flujo controlado se ha utilizado para desinfectar heridas (contras
aerdbicos o0 bacterias anaerdbicas), para tratar las Ulceras diabéticas y heridas
quirargicas infectadas, también se utiliza para prevenir infecciones en quemaduras
(Nova et al., 2019; Cerezo et al., 2014; Tejedor et al., 2020). Ademas, como hay
disbiosis bacteriana importante en los problemas de otitis, esta solucién podria ser

atil para disminuir la cantidad de microorganismos.
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IV. JUSTIFICACION

Malassezia spp. ha reportado una prevalencia hasta un 86,25% (69/80) en perros
con otitis externa (Matousek et al., 2003); los sintomas clinicos principales son:
inflamacion del canal auditivo, dolor, mal olor, prurito y sacudimiento de la cabeza
de forma excesiva. En casos cronicos lo signos clinicos se prologan, ocasionando
una progresion al canal auditivo, lo que deriva en la ruptura de la membrana

timpénica, provocando dolor cronico y pérdida total de la audicion (Nutall, 2016).

Ademas, si se llega a la fase cronica se presentan infecciones repetitivas que
ocurren durante el tiempo de vida del perro, con el potencial de incrementar la
severidad de la infeccion y desarrollar resistencia a tratamientos antimicrobianos.
La otitis externa es un complejo etiologico, o que complica el manejo de esta
enfermedad. Uno de los patdgenos mas reportado dentro de las principales causas
es la levadura Malassezia spp la cual estan presentes en el oido saludable del perro
en numeros pequefios (comensales), cuando estos agentes incrementan su
poblacién (patdégenos) colonizan el oido, causando el desarrollo de infecciones y

prologando la inflamacion (Nutall, 2016).

Por lo anterior, es importante su identificacién en los conductos auditivos de perros
para dar un diagndstico preciso, a la par de un tratamiento adecuado que ayude a

evitar la enfermedad crénica y resistencia antimicrobiana (Cafarcha et al., 2005).
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

m La otitis afecta entre 5% y 20% de los perros

m Malassezia es causante de problemas 6ticos en 60% de los pacientes

m Existen reportes que indican el potencial zoonético de la levadura, por
lo tanto, es importante el diagnostico preciso de la levadura.

m La busqueda de tratamientos alternativos pueden ayudar al manejo de
la otitis cronica y es una opcion para evitar el uso inadecuado de

antibidticos y antimicoéticos, lo cual puede causar resistencia.

Dado estos puntos se genera la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Cual es el efecto de un tratamiento alternativo usado en perros diagnosticados

con Malasseiza spp? por PCR Y citologia?
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VI. HIPOTESIS

El uso de un tratamiento alternativo modifica el microbioma causado por los factores
predisponentes asociados a la prevalencia de Malassezia spp. en perros

diagnosticados con otitis externa por PCR y citologia.
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VII. OBJETIVOS

General

Evaluar la efectividad de un tratamiento alternativo a fin de modificar el microbioma
en perros diagnosticados con otitis externa por Malassezia spp. para eliminar los

signos clinicos asociados a los factores predisponentes.

Especificos

e Determinar por medio de diagndstico molecular y microscoépico la presencia
de Malassezia spp. en perros con otitis externa.

e Determinar qué factores influyen en la prevalencia de otitis por Malassezia
spp.

e Evaluar la pertinencia del uso de la solucion acidada de flujo controlado para
eliminar los signos clinicos asociados a la prevalencia de otitis por

Malassezia spp.
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VIIl. DESCRIPCION METODOLOGICA

Para cumplir con los objetivos de esta investigacion se realizO un estudio

comparativo transversal, dividido en dos fases.

El presente estudio se desarroll6 en el hospital veterinario México y en el laboratorio
de biotecnologia del Centro Universitario UAEM Amecameca. El estudio fue
revisado y avalado por el comité de ética de la Universidad Autonoma del Estado

de México.
Fase 1
Corresponde a la seccion dermatolégica en el consultorio, realizando examen

dermatolégico completo, utilizando como herramienta principal la microscopia

(citologia).

Animales

Se incluyeron 30 perros pacientes de dermatologia

e Perros con otitis
-Perros con antecedentes de anamnesis, como sacude y frota sus orejas, inclinacion

de la cabeza, dolor auricular y secrecion.

-Perros que en el examen clinico se verifique la presencia de otitis externa

-Perros de 1 a 9 afios

-Perros de cualquier raza

-Perros de cualquier sexo

-Cualquier tipo de oreja (pendulante o recta)

-Se excluiran del estudio los perros que hayan tenido manejo farmacolégico previo

Se incluyeron 30 perros de medicina general que acudian por vacunas, profilaxis y

desparasitacion.
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Datos del paciente

Se recopilaran los datos de cada paciente: Especie, raza, color, sexo y la edad del
paciente. Debido a que son conocidas muchas predisposiciones existentes en esos

aspectos. También se revisaran los calendarios de desparasitaciones y vacunas.

Historia clinica
Se realizard una historia clinica detallada porque es de gran importancia para

identificar la causa de la enfermedad dermatoldgica que afecta a cada paciente. Es
de gran importancia tener en cuenta que la informacion proporcionada por el
propietario es el principal elemento para constituir el diagnéstico, por lo que se debe
abundar en toda la informacion que pueda ser de ayuda para tal efecto (Arias et al.,
2004).

Examen fisico general

Es fundamental tener en cuenta que, aunque el perro llegue a consulta por una
afeccion dermatoldgica, siempre es conveniente realizar el examen fisico general.
Hay que recordar que la piel es un sensor de la condiciéon que guardan otros 6rganos
internos, por lo que varias enfermedades de la piel se relacionan con signos
originados en otros 6rganos. Por lo tanto, se realizara un examen clinico general

completo para determinar si el animal se encuentra en buen estado de salud.

Examen dermatoldgico

Las técnicas correctas para el examen del oido son uno de los puntos clave para
tratar, diagnosticar y controlar la otitis externa en perros. Por lo que se hara un
examen dermatolégico minucioso para ver si existen o no lesiones de piel en el
resto del cuerpo del animal y la anotacion de las lesiones primarias y secundarias,

asi como de su distribucion.
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Puntuacion de lesiones en piel

Por medio de los indicadores presentes en la tabla 2 se determinard si hay presencia

de las lesiones primarias y secundarias, asi como de su distribucién.

Examen de oido

El examen del oido llevé a cabo con una observacion cuidadosa y evaluacion tanto
de los conductos auditivos externos como los pabellones auriculares, ambos se
examinaran para determinar la presencia de eritema, secrecion, olor, descamacion,
costras, hinchazén o estenosis, escoriaciones y erosiones. Se verificara que los
canales verticales de la oreja sean suaves y flexibles a la palpacion, ya que si los
conductos auditivos firmes e inamovibles sugeriran fibrosis o calcificacion, que nos

indicara una enfermedad de larga duracion.

El examen digital de los conductos auditivos con un dedo enguantado es bien
tolerado, incluso cuando hay dolor y ulceracion y puede revelar la presencia de
estenosis, fibrosis o calcificacion y la naturaleza de la descarga mas profunda dentro

de los conductos auditivos.

Citologia

Después de realizar el examen dermatoldgico y la exploracién de pabellén auricular
y canal aditivo se realizé la toma de muestra para realizar citologia utilizando 2
hisopos estériles, se tomo la muestra del conducto auditivo externo de cada oido.
Se introdujo el hisopo siguiendo una direccion oblicua de atras hacia delante y de
abajo hacia arriba. Se obtendra la muestra del margen activo, incluyendo la
secrecion fresca de areas profundas. Posteriormente se realizé un examen directo
de la muestra de cada oido, rodando el hisopo en un portaobjetos y fijando con
calor. Después se llevé a cabo la tincion por Difkquik, tiiendo el portaobjetos
durante 10 segundos con la coloracion 1, después se paso a la coloracion 2 durante
10 segundos y por ultimo se tifio en la coloracion 3 durante 15 segundos, se
sumergio en agua para eliminar el exceso de tincion, se seco y se agrego una gota

de aceite de inmersion para visualizarlo en el microscopio con objetivos del 40 y
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100X con el fin de estudiar el nUmero de microrganismos por campo microscopico

(se consideré como positivo a Malassezia spp. A la presencia de + de 4 levaduras

por campo), su morfologia, caracteristicas tintoriales y la presencia o ausencia de

queratinocitos y de células levaduriformes (Nardoni et al., 2007).

Fase 2

Corresponde a la seccion de procesamiento en laboratorio, realizando la extraccion

de ADN de las muestras, el desarrollo del PCR y la secuenciacion.

En el consultorio se tom6 un hisopo 6tico para la realizacién de PCR, el hisopo se

introdujo en medio Stuart hasta su procesamiento.

Extraccion de ADN por el método fenol-cloroformo

© N o 0o A~ WD

10.

11.
12.
13.

Se suspendi6 la muestra en 500 ul de buffer lisis, se homogenizo por friccion
mecanica en el vortex durante 5 minutos.

Se incub6 a 65°C durante 1 hora.

Se agregaron 500ul de fenol-cloroformo (4°C).

Se centrifug6 a 13,000 rpm durante 15 min.

En un nuevo tubo eppendorf se recogieron 350 pl del sobrenadante.

Se afiadio 65 ul de NaOAc al 3M y 75ul de NaCl al 1M.

Se homogenizé por inmersién dejando en hielo 30 min.

Se centrifugd 12 rpm durante 10 minutos y se obtuvo 500ul de sobrenadante
en un nuevo tubo eppendorf.

Se afiadio 270ul de isopropanol y se incubd a -20°C durante 10 min.
Posteriormente se centrifugé a 10000 rpm durante 10 min y se eliminé el
sobrenadante.

Se afiadieron 500yl de etanol al 70% y se re-suspendio el pellet

Se centrifug6 a 10000 rpm durante 5 min y se eliminé el sobrenadante

Se dejo secar al vacio (en un speed-back a 50°C durante 20 min) y por ultimo
el pellet se re-suspendio en 20ul de buffer TE.
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Realizacion de la PCR para la identificacion de especies de Malassezia ssp.

Posterior a la extraccion del ADN se realizé la PCR usando los siguientes reactivos:

Los primers seleccionados para la identificacion de especies de Malassezia fueron

los siguientes:

Malassezia spp. de la regién D1/d2 DEL GEN 26S, NL1 y NI2 que amplifican un
fragmento de 600pb

Reaccion

Master mix 12 pl
Primer F 1 pl
Primer R 1 pl

DNA 3 pl

H20 8 ul
Condiciones de amplificacion Malassezia spp.
94°C-5 minutos
94°C-45 segundos
51°C- 1 minuto
72°C- 3 minutos
72°C- 1° minutos

4°C- hold
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Visualizacion de los amplicones

Se realiz6 por medio de electroforesis en gel de agarosa. Se prepararon geles de
agarosa al 3% en buffer TE para el corrimiento electroforético de los productos de
PCR. Las condiciones de electroforesis utilizadas fueron de 120 volts por 60min, se
realizod la tincidbn con bromuro de etidio y se analizaron bajo la luz UV en el
transiluminador (Nardoni et al., 2007). Los productos de PCR se purificaron a partir
del gel de agarosa, utilizando el Wizard® SV Gel y PCR Clean -Up System
(Promega, EE.UU.). 30 ng del producto de PCR purificado se someti6 al analisis de
secuenciacion utilizando Dye® Terminator v.3.1 Ciclo de Secuenciacion Kit (Applied
Biosystems, EE.UU.). Las secuencias se procesaron en un analizador de secuencia
3100 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU). Las secuencias obtenidas
fueron alineadas con secuencias reportadas en el GenBank utilizando ClustalW
Software para verificar la especie de Malassezia obtenida. Después se realizé un

andlisis filogenético utilizando el sofware Mega X (Figura 4).

Fase 3

Evaluacién del tratamiento

Las evaluaciones clinicas y citolégicas fueron los dias 1,7 y 14, para la evaluacion
clinica se consideré: Dolor, Eritema, Exudado, Inflamacion, Ulceras, Mal olor y
Pigmentacién, considerando una escala de; negativo (0), leve (1), moderado
(2) y severo (3), se considerd una escala clinica total: sin alteraciones clinicas (0),
moderada (1) y severa (2). Se realizaron las evaluaciones citolégicas segun
Udenberg et al. (2014), para la valoracion de leucocitos polimorfonucleares (PMN),
presencia de bacterias (cocos) intracelulares (Cl), extracelulares (CE) y levaduras,
los dias 1, 7y 14.
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Tratamiento

Posterior a la examinacion, toma de muestra y revision de la citologia a cada perro
se le realiz6 la aplicacion de un algodon impregnado con CFEAS (solucion acida
electrolizado de flujo controlado, Electrobioral®, Laboratorios Naturales EJ, México),

se dej6 actuar durante 15 minutos 4 veces al dia por 14 dias.

Andlisis estadistico

Se realizd un andlisis de chi cuadrada y? utilizando un valor de (P < 0.05), para
evaluar los factores asociados con la presencia de Malassezia spp. En el andlisis
de componentes principales (PCA), se incluyeron todos los factores positivos
asociados con el diagndstico previo de otitis, y con la presencia de Malassezia spp.,
para la evaluacién del tratamiento se utilizé la prueba de Wilcoxon entre el dia 1y
las mediciones de los dias 7 y 14, con un alfa de 0.05, utilizando el software
estadistico JMP 0.8.
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IX. RESULTADOS

Los resultados derivados de esta investigacion son:

1. Envi6 del articulo cientifico a la revista Polish Journal of veterinary sciences.
“Detection of the presence of malassezia spp. in the ear canal of dogs with
and without otitis externa by pcr and cytology tests”.

2. Articulo cientifico aceptado en la revista Veterinary Research Forum.
“Efficacy of Controlled-Flux Electrolyzed Acidic Solution in Dogs with Otitis
Extern” ID: VRF-2005-2950 (R1).

3. Presentacion de ponencias orales en congreso internacional North American

Veterinary Dermatology Forum (NAVDF). Austin, Texas.

4. Abstracts publicados en la ediciébn especial de la revista veterinary
demratology. “Implementation of a multiplex PCR for ultrafast diagnosis of
Pseudomonas aeruginosa, Malassezia spp. and Proteus mirabilis in canine
otitis externa”, “
otitis externa” https://DOI: 10.1111/vde.12750

5. Presentacion de cartel cientifico en congreso nacional AMMVEPE

PCR use for identification of Malassezia spp. in canines with

“Valoracion de un limpiador o6tico con propiedades antimicrobianas,
antibiofilm y antiinflamatorias”.

6. Presentacion en el World Congress of Veterinary Dermatology Online! 20-
24 October 2020. Sydney, Australia. “Evalauating the use of Controlled-Flux
Electrolyzed Acidic Solution in canine otitis externa” y “Evaluating Factors
associated with Malassezia pachydermatis presence in canine otitis externa”.

7. Abstract publicado en la edicion especial de la revista Veterinary dermatology
del World Congress of Veterinary Dermatology Online! 20-24. “Evaluating
Factors associated with Malassezia pachydermatis presence in canine otitis

externa”. https://onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1111/vde.12907
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Resultados paralelos realizados durante el proceso de doctorado

Articulo cientifico aceptado y publicado en la revista Plos One. Evaluation
of the effect of afoxalaner with milbemycin 1 oxime in the treatment of

rabbits naturally infected with Psoroptes cuniculi.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0230753

Colaboracion en el boletin mensual con el laboratorio BAYER,
lanzamiento especial de productos Oticos. “Generalidades de la otitis
canina: causas, diagnéstico, tratamiento”

Colaboracion con la revista mexicana de divulgacion REMEVET.
“Miringotomia como tratamiento en otitis media en un gato: Reporte de un
caso”. Revista REMEVET, mayo. “Aplicaciones clinicas de nuevos
productos de larga duracion en Otitis Canina: Osurnia”. Revista:
REMEVET, julio
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dog. Cytology ads in the diagnosis. Cultures can Do per
formed but growth & slow and SoMmetimos unproductive
PCR tests are highly sensitve and fast with results
obtained in 2 h, Tho study obiectve was 10 COMPMe wo
ddfocont diagnostc procedures used 1or dagnosis of ot
18 extama: (1) cytological evaluaton and 2) PCR identih
cabon of yeast both from ear exudate samples. Twanty
four oar swab samplos (one from each oar) were obitaned
from 12 dogs with normad ears and 24 samples om 12
dogs with otita oxtema. Samples were obtaned using
storie swabs, rubbed along the vertical canal wall for 5 8
and ssored in Swaet Transport Medum at -80°C umil
roady for DNA extraction The samples wore prepared for
PCH and the ampihed rngments were checked in a pho
10conrolied. A COMPanson wits mado g & chsquate
datriouton In heatthy sars, PCR detecteod Makissena
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Introduction

Factors such as breed, age, air conditioning exposure etc. influence the development of yeast otitis in dogs. The disease is
diagnosed by a cytology test. However the PCR also is useful to detect especifically Malassezia pachydermatis.

Objective

This study aims at evaluating the presence of yeast in the external ear canal using PCR and cytology in order to establish
the correaltion between yeast and factors associated with canine otitis.

Material and Methods

A total of 60 dogs were examined. A comparative cross
sectional study approved by the ethics comitee of the
UAEM was conducted Registation number: (228/
CUAMECAMECA /UAEMEX/ 2019).

Image 1. PCR and cytology diagram

« After the general dermatological and otic examination, a
sterile cotton swab was inserted in both external ear canals
and rubbed in at least 180 degrees. The cotton swab was
then smeared in different directions on a glass microscope
slide and it was dyed with Diff Quick to be seen under the
microscope (Image 1).

» NL 1 and NL 4 primers were used in the PCR test Aditio-
nally a fragment of 600 bp was sequenced BLAST was used
to compare the obtained DNA sequence and reported
sequences. We conducted a phylogenetic analysis using
Mega X 10 0 software. We used a chi square % 2 test with a
(P < 0.05) value to asses the factors associated with the
presence of Malassezia pachydermatis detected by CRP
and cytology.

Results and discussion

Tabla 1. Results of Chi-square test between factors
and diagnostics type.

Factor v P-value
PCR test

Record of otitis 1972 5.75%10°
Pruritus 5.05 2.46x102
Air conditioner 1643 2.70%10%
Cytology test

Pruritus 733 0.025
Hair in the ear 605 0.0a8

Ear type 626 0.043
Healthy 826 0016

F<0.05 (Chi-squars test)

The obtained sequence was identical in a 99.9% with
Malassezia pachydermatis. The phylogenetic analysis
(Image 2) showed that the sequence is close to zoonotics
sequences reported in humans of Colombia and Kuwait.
Image 2. Molecular phylogenetic tree.

KY272141 1 Dog G/O Golo
B | v272142.1 Dog CIO. Cobo
MF158333 1 Dog C/0. Espa
—
% { MF158329.1 Dog. CIO Espa
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NG 066729.1 Dog GO, EUA

T | eoemomce. o
=29 HG532000.1 Huma Kuwait - PN
KY272150.1 Dog. S0 Golo
57 || Kv272143.1 Dog GO Colo P
[ | KY272145.1 Dog. CIO Colo

KUFST197.1 Dog CIO. Cole m %
I “szimm Dog. GO Colo ul
'l

12 Dog C/O. Mex -
JNBA0614.1 Candida albicans %
L]

Conclusion

By means of PCR we determined that the factors associa-
ted with the presence of Malassezia pachydermatis are
previous otitis, itching and air conditioning exposure. The
Cytology test showed that the predisposing factors are
itching, ear shape, hair inside the ear, and skin health
(Table 1).

The phylogenetic analysis showed that the sequen
correspond to zoonotic species of Malassezia pach
matis that endangers owners and veterinarians.

Funding: self funding
Conflict of interests: none ‘ ' |
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Introduction

Otitis externa is an inflamatory diseade of the external ear
canal.

Treatment for this condition include tropical terapy; the use of
glucocorticoid has been known to help reduce paint and inflam-
mation. Generally, the sistemic antibiotic therapy for the
treatment of otitis externa is not recommended as it results in
antimicrobial resistance.

In order to balance the ear microbiome, alternative therapies
have been used. Our Hypothesis is that Controlled-Flux
Electrolyzed Acidic Solution (SAEFC) Electrobioral® EJ.® Lab,
Mexico, can be usefull to decrease to microbial reproduction.

Objective

The aim of this study is to evalued the clinical and cytologic
efficiency of SAEFC on canine otitis externa.

Material and Methods

30 canine patients affected by otitis externa were included.
After the general dermatological and otic examination, a sterile
cotton swab was inserted in both external ear canals and
rubbed in at least 180 degrees. The cotton swab was then
smeared in different directions on a glass microscope slide and
it was dyed with Diff Quick to be seen under the microscope.

+ Evaluations were conducted on the 1st, 7th and 14th days.

« Pain, erythema, discharge quantity, bad odor, and pigmentation
were considered in the evaluation. We used a scale ranging form
negative (0), mild (1), moderate (2) and severe (3).

« We evaluated the presence of polymorphonuclear leukocytes
(PMNSs), Intracellular cocci (IC), Extracellular cocci (EC) and

P
¢l

A saturated cotton swab was applied to each dog's ears.

The saturation solution consisted of SAEFC (controlled-flux
electrolyzed acidic solution, Natural Electrobioral®, EJ. Laborato-
ries, Mexico) and remained in the ear for 15 minutes 4 times a day
for 14 days.

Treatment

Statissical analysis

We used the Wilcoxon test with an alpha value of 0.05 to analyze
the clinical evaluation results.

Results

Table 1, Comparison of the presence of PMN, IC cocci, EC cocci and yeast in ears treated

with SAEFC,

Days 1 7 7 14
PMN 393 0.85 0.85 0.1
P-value 0.0001 0.0001

Cocel IC 0.8 0.16 0.16 003
P-valor 0.0001 002

Cocel EC 10 236 2.36 063
P-value 0.0001 0.0001

Yeast a.23 13 13 023
P-value 0.0001 0.0001

Wilcomon paired ange fent, 6 0.05

The pain had a reduction in 95%, erythema had a reduction in
68.33%, and discharge subsided in 90%. On day 14th, Inflam-
mation was reduced in 78%, ulcers disappeared in 93.33%, bad
odor subsided in 95%, ear pigmentation subsided in 51.67 of
the patients.

Discussion

It is important to maintain the balance of the otic microbiota to
avoid a chronic and persistent disease by secondary infections
of bacteria andyeasts; therefore, diverse topical treatments
have been reported to reduce to the pain and inflammation;
however, they should be used with cauticn and in some patients
they are contraindicated. As an antimicrobial treatment, the
systemic antibiotic therapy to treat otitis externa is discouraged
due to the global problem of antimicrobial resistance. The use
of alternative treatments of natural substances, like herbal
extracts for otitis externa has positive results. In recent years,
the controlled flux electrolyzed acid solution (SAEFC for its
acronym in Spanish, Solucién Acida Electrolizada de Flujo
Controlado) has been used in wounds, burns, and total matri-
cectomy healing protocols for diabetic patients. In this study,
this treatment was used as the only therapy for canine otitis, no
other antimicrobial or antifungal drug was administered to
avoid attributing the results of the variables evaluated in this
work, it was also determined that patients with severe pain
represented only 1.67% of all the dogs in the study, so it was
not necessary to administer any analgesic or antiinflammatory
during the treatment with electrobioral, however, electrobioral
can be effective in combination with other drugs.

Conclusion

The use of SAEFC was succesful to restore the balance in otic
microbiota and to relieve pain and infalmmation in otitis.

Funding: self funding
Conflict of interests: none
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Factors such as bresed. age and air conditioning expo-
sure influence the development of wveast otitis. The dis-
ease often is diagnosed by cyvtological evaluation wet
PCE is useful to detect Malassezia pachvdermaris. This

study aimed at evaluating the presence of veast in the
external ear canal using PCR and cyvtological methods
in order to establish the correlation between wveast and
factors associated with canine otitis. A comparative
cross-sectional studv approved by the ethics committes
of the UAEM was conducted (registration no. 228
CUAMECAMECA UAEMEX 2019y, Sixty dogs
were examined. WL1 and WNWL4 primers were used in the
PCR  test. Additionallv, a o000 bp fragment was
sequenced. BLAST was used to compars the obtained
DMNA sequence and reported sequences. We conducted
a phvlogenetic analvsis using Meca X 100 software.
We used a chi-squared test (P = 0.03) to assess the
factors associated with the presence of M. pachyvdermna-
fis detected by PCR and covtological evaluation. By
PCR we determined that the associated factors are pre-
vious otitis, itching and air conditioning exposure.
Cwvtolosical results corresponded with predisposing fac-
tors of itching, ear shape., hair inside the ear and skin
health. The obtained sequence was combined at 99 9%
with M. pachvdermaris.  The phyvlogenetic analwvsis
showed that this sequence is close to sequences reported
in Colombia and Kuwait corresponding to a zoonotic
string endangering owners and veterinarians. Knowing
the predisposing factors for otitis externa is a tool to
aobtaining the diagnosis.

Source of funding: Self-funded.

Conflict of interest: None declared.
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Evaluation of the effect of afoxalaner with
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rabbits naturally infected with Psoroptes
cuniculi
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Abstract

Rabhbits ( Oryctolagus cunicul) are very popular as pets. However, problems of ofiite caused
by Psoropies cuniculi are one of the main reasons io visit the vetennarian. lsoxazolines are
an alernative treatment to treat this mite, and therefore, an evaluafion of the effectiveness
of oral afoxalaner with milbemycin oxime in rabbits infected with P. cunicwliwas camied out.
Mineteen rabbits, of New Zealand breed, with ofitis due to an infection with P. cumicuti were
treated, whereas six rabbits were |eft untreated and formed the control group. The ear
canals of each individual were examined, through the collection of ofic exudate samples
with cotion swabs. These wers visualized under the microscope fo identify the ectoparasite.
Each animal was treated with a single oral dose of 2 50 mg/ kg of afoecdaner, and 0.50 mg /
kg of milbemycin oxime. Clinical signs and lesions associated with the infection, such as the
presence of detritus, cerumen and / or scabs, and erythema, were evaluated. After receiving
the treatment, all the lesions were classified as: mild, moderate and intense, with & visual
analog scale. A week after providing medication, there was a decrease in the lesions of the
group treated with Mexgard Spectra®, without further topical or systamic treatment. The
decrease was gradual in the freated group and no recurrence was detected of P. cunicull
infiecticn in both ears. Thus, the administration of 2 single oral dose of afoxolaner with milbe-
miycin ceime was effective for the treatment of P. cumiculiinfection in rabbits.
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X. DISCUSION

En los perros con otitis, el microambiente de la piel sufre alteraciones de la
homeostasis y también se ve afectado por la hinchazén (Bernier et al., 2002). Las
levaduras en el canal auditivo crecen drasticamente, lo que permite la identificacion
del organismo por citologia (Matousek et al., 2003). A pesar de esta informacion,
diferentes estudios han demostrado que las tasas de deteccion de Malassezia spp
por PCR son superiores a las tasas de deteccidén por citologia. La PCR puede
detectar la levadura hasta en un 90% en oidos sanos y en un 98% en oidos con
otitis. También puede detectar la levadura en lugares donde no hay crecimiento en
cultivo (Morris et al., 2005). La secuencia obtenida en este estudio fue idéntica en
un 99,9% con Malassezia pachydermatis. El andlisis filogenético mostré que la
secuencia es cercana a las secuencias zoonoéticas reportadas en humanos de
Colombia y Kuwait, se mostré que la secuencia corresponde a especie zoondtica
de Malassezia pachydermatis que pone en peligro a los propietarios y veterinarios.
Los factores asociados con la proliferacion de Malassezia spp y su transformacion
de microorganismo comensal en microorganismo patégeno estan poco descritos;
sin embargo, pueden reflejar las alteraciones de los mecanismos fisicos, quimicos
o inmunoldgicos que limitan la colonizacién microbiologica de la piel (Morris et al.,
2005; Matousek et al.,, 2003; Cafarachia et al.,2005). Las alteraciones en la
microbiota otica afectan el desarrollo de otitis por Malassezia spp. El sexo, larazay
la edad del perro son factores fisiologicos importantes que predisponen a la otitis
externa canina (Nardoni et al., 2007). Algunos autores informan una mayor
predisposicién a las infecciones por Malassezia en perros machos que en perros
hembras. En cuanto al factor sexo, la prueba de Chi cuadrado no mostré diferencias
significativas en la prevalencia de Malassezia spp, sin embargo, es importante
considerar que los andrégenos influyen en la produccion de sebo, que a su vez es

uno de los factores predisponentes para desarrollar una infeccion latente.

La eleccion de un tratamiento para la otitis externa canina es un tema que debe
analizarse detenidamente, estudios recientes demostraron un cambio en las

poblaciones bacterianas entre perros alérgicos y sanos, esto puede explicar la
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propension de los perros alérgicos a desarrollar otitis bacteriana. La microbiota del
canal auditivo mostré cambios en la diversidad, se ha observado evidencia de
disbiosis en los perros atopicos y con otitis externa (Ngo et al., 2018), es importante
mantener el equilibrio de la microbiota Otica, para evitar enfermedad crénica y
persistente por infecciones secundarias de bacterias y levaduras, por lo tanto se
han reportado diversos tratamientos topicos, se pueden usar glucocorticoides por
un corto periodo de tiempo para ayudar a reducir el dolor y la inflamacion, sin
embargo deben utilizarse con cautela y en algunos pacientes geriatricos estan
contraindicado (Bajwa, 2019), como tratamiento antimicrobiano la terapia antibiética
sistémica para el tratamiento de otitis externa se desaconseja, debido al problema
mundial de resistencia a antimicrobianos. El uso de tratamientos alternativos de
sustancias naturales como la miel y extractos de plantas para la otitis externa, esta
teniendo buenos resultados (Simonova et al., 2007, Al-Walili et al., 2011). En este
trabajo se utiliz6 como terapia alternativa CFEAS (solucion acida electrolizado de
flujo controlado, Electrobioral®, Laboratorios Naturales EJ, Meéxico), y las
evaluaciones citologicas mostraron que la presencia de PMN, ClI, CE y levaduras,
disminuyo entre el dia 1 de aplicacion al dia 7 y del dia 7 al 14, estos resultados
pueden explicarse debido a que la solucion acida electrolizada de flujo controlado,
tiene un pH menor a 3, ha mostrado crear un ambiente acido que impide la
reproduccion microbiana, por lo que ha sido utilizado para desinfectar heridas
(bacterias aerdbicas o anaerdbicas), curacion de Ulceras diabéticas, asi como en
heridas infectadas quirtrgicas y prevenir infecciones por quemaduras (Nova et al.,
2019). En nuestro estudio se observé una disminucion en bacterias y levaduras lo
gue concuerda con lo descrito por Nova et al 2019, que reporta una menor carga
bacteriana, especialmente en pacientes con complicaciones médicas como
diabetes. Las evaluaciones clinicas mostraron que el dolor presento una
disminucién sustenida hasta llegar al 95%, el eritema al 68.33%, el exudado remitié
al 90% de los oidos, la inflamacion ya no estuvo presente al dia 14 en el 78% vy el
21.67% presento inflamacion leve, las ulceras remitieron al dia 14 en el 93.33% de
los casos y 6.67% presentaron ulceras leves, al dia 14 de tratamiento el mal olor

remitié en el 95% y el 5% presento olor leve, la pigmentacién de los oidos al dia 14
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no estaba presente en el 51.67% y el 48.33 presento pigmentacion leve, lo que
muestra la efectividad en el control de los signos clinicos concordando con lo
reportado por Tejedor et al., 2020 que indica que Electrobioral es til para controlar
las ulceras sin infeccion clinica que no requieren antibioterapia, porque puede
usarse como profilactico para controlar el exceso de carga bacteriana y evitar
posibles infecciones posteriores, en las Ulceras ya infectadas, podria es atil como
adyuvante al tratamiento con antibiéticos para las infecciones por Gram + (leve) o
Gram- y anaerobio obligatorio (moderado y grave), sin embargo, en ese estudio no
se realizacion evaluaciones clinicas, solo evaluaciones por cultivo bacteriano. En el
presente estudio se tuvo una recuperacion total en el dia 14, teniendo un resultado
mas rapido que lo reportado por Nova et al., 2019, en donde el tiempo de
recuperacion total fue de 29 dias, esta diferencia puede deberse al tipo de infeccion
que se trataba. En comparacién con algunos productos ototoxico como es el caso
de antibiéticos aminoglucosidos, Electrobioral®, no produjo ninglin cambio ototoxico
y fue seguro durante los 14 dias del tratamiento. Concordando con los reportado
por Tejedor et al., 2020 que utilizo Electrobioral en piel alucal sana determinando
que esta solucion tiene un efecto bacteriostética y bactericida. Este efecto funciona
cuando hay una carga bacteriana aumentada en la herida, lo que podria favorecer
la formacién normal de tejido de granulacion en la piel y la curacién y cierre normales

de la Ulcera.
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Xl. CONCLUSIONES

El uso de una solucién acida electrolizada de flujo controlado, es un tratamiento
alternativo eficaz en perros con otitis externa, sin embargo, es importante tener en
cuenta que existen factores predisponentes como la otitis previa, prurito, factores
ambientales, pelo en la oreja, tipo de oreja que deben ser tomados en cuenta para
la efectividad del tratamiento. EI analisis filogenético mostré6 que la secuencia
corresponde a especie zoonoética de Malassezia pachydermatis, lo cual representa
un riesgo en salud publica que pone en peligro a los propietarios y médicos
veterinarios, en México no existen reportes de esta zoonosis, sin embargo, se
necesitan realizar estudios que comprueben la presencia de Malassezia

pachydermatis en humanos.
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XIII. ANEXOS

Carta de consentimiento informado

A cada propietario, se le realizo una peticion de autorizacion para que Su perro

formara parte del estudio como se muestra en el siguiente formato:

PP 905 UNIDOS MEx; o8
(e 2 Os,

PROYECTO DE DOCTORADO “IDENTIFICACION CITOLOGICA Y MOLECULAR DE LA

MICROBIOTA DEL OIDO SANO Y CON OTITIS EN PERROS”

CARTA DE CONSENTIMIENTO DEL PROPIETARIO

FECHA:

Propietario de doy mi autorizacion para que se realice

una toma de muestra del cerumen en cada oido de mi mascota. Este muestreo formara parte del
estudio de doctorado de la M.V. Z, Maestra en ciencias Ariadna Flores Ortega “ldentificacion

citolégica y molecular de la microbiota del oido con y sin otitis”.

La toma de muestra es poco invasiva, por medio de un hisopo que posteriormente se colocara en
una laminilla para su tincién, visualizacion al microscopio y PCR, estas pruebas diagnésticas seran

utilizadas para la identificaciéon de bacterias y levaduras.

Firma del propietario Firma del médico encargado
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Preguntas clave al propietario para hacer en un breve historial sobre
problemas oticos (Forsyth, 2017)

¢ Cuando empez6?

¢, Ha tenido el paciente esto antes?

Si es asi, ¢cuantos episodios y con qué frecuencia han ocurrido?
Si ha tenido esto antes, ¢qué edad tenia en el primer episodio?
¢ Hay evidencia de prurito mas generalizado (por ejemplo, se mastica
las patas / se frota la cara, etc.)?

¢ Existe la posibilidad de un cuerpo extrafio?

¢ Es un perrito nadador?

¢ Se le ha realizado alguna limpieza de oido?

Si es asi, ¢Con que frecuencia?

10 ¢, Qué producto usa para la limpieza ética?

11.Vive afuera o adentro

12.Se duerme con el propietario.

13.Numero de personas que conviven con el

14.Convive con mas mascotas- nimero y que tipo de mascota

15. Sale al parque, con qué frecuencia

16.Bafios con que producto, y con qué frecuencia

17.aire acondicionado si 0 no

18.Estado de salud de la piel

19. Enfermedades previas- distemper, parvovirus, ¢cuando?

20. ¢ Que come, tipo de alimento?

aogrwbE

©o®o~NOo
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Puntuacion de lesiones en piel

Comedones/ | Costras foliculares/Escamas/
Lugar // Signos clinicos Eritema Alopecia | Total
Papula/ Pastulas Costras
Periocular
Cara Hocico
Barba
Cabeza Dorsal
Dorsal
Ventral
Cuello
Lateral |zquierdo
Derecho
Esterndn
Dorsal
Tarax |zquierdo
Lateral
Derecho
|zquierdo
Inguinal
Derecho
Abdomen
Lumbar Dorsal
|zquierdo
Flancos
Derecho
Medial
Lateral
|zquierda
Carpo
Extremidad Pata
delantera Medial
Lateral
Derecha
Carpo
Pata
Medial
Extremidad
|zquierda Latera
posterior
Carpo
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Pata

Derecha

Medial

Lateral

Tarso

Pata

Perianal/Perigenital

Cola

0 (ninguno), 1 (ligero), 3 (moderado),6 (severo)

Hensel et al., 2015

Puntuacién total (864

maximo)
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hensel%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26260508

Evaluacion del prurito

Se realizara la evaluacién del prurito por medio de la siguiente escala

Evaluacidn del prurito (comezon) en su mascota Fecha

Comezan extremadamente severa, casi continua la comezon, no se detiene, lo esta haciendo incluso en la sala de
consulta y necesita estar restringido para que no se rasque.

<“=Comezon severa por episodios prolongados, la comezon ocurre en la noche, cuando come, juega o hace ejercicio.

Comezén moderada ¢ episodios requlares, la comezon puede ocurrir en la noche, pero NO cuando come, juega o
hace ejercicio

4=Comezon leve un poco mas frecuentes que en la escala #2, algunas veces el perro se rasca durmiendo, jugando y
cuando hace egjercicio.

<=\\luy leve comezon/episodios ocasionales de prurito

<=F| perro presenta un poco mas de comezon que lo que era antes del problema dermatoldgico

CALIFICACION

Hensel et al., 2015, Mueller et al. 2001
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