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RESUMEN

El objetivo del presente estudio es determinar las principales especies de bacterias involucradas
con mas frecuencia en las otitis en caninos, la susceptibilidad a los antibacterianos y su
mecanismo de resistencia, a través del aislamiento, por medio de la realizaciéon de cultivos
Gticos, asi mismo dar a conocer los distintos microorganismos que pueden llegar a afectar el
canal auditivo de los canes para realizar un diagnostico acertado y establecer un correcto
tratamiento. Se llevd a cabo en el laboratorio clinico veterinario LABVET, en el area de
bacteriologia. Consisti6 en el analisis de resultados de 52 aislamientos bacterianos del conducto
auditivo. Se realiz6 con los datos suministrados por el laboratorio de cultivos realizados en
periodo enero 2015 — febrero 2018. Las principales especies de bacterias que se aislaron fueron:
Proteus mirabilis (19%), Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus pseudintermedius (15)
y Pseudomona aeruginosa mas Proteus spp (10%). 13 agentes resultaron tener sensibilidad
ante la enrofloxacina; presentando Serratia marcescen un 100%, Pseudomona aeruginosa mas
Escherichia coli un 50%. 12 agentes presentaron sensibilidad a ceftriaxona; de los cuales
resultaron con mayor sensibilidad Proteus vulgaris y Klebsiella pneumoniae con un 33%,
Escherichia coli 29%, y Staphylococcus pseudintermeius mas Proteus spp; Pseudomona
aeruginosa mas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae mas Staphylococcus
pseudintermeius con un 25%. 10 agentes resultaron sensibles a gentamicina; Pseudomona
aeruginosa mas Proteus spp. con un 40%, Pseudomona aeruginosa 29%, Pseudomona
aeruginosa mas Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae mas Staphylococcus
pseudintermeius.Los mecanismos de resistencias que presentaron las bacterias aisladas durante
el estudio, fueron: heteroresistencia (53%), cefalosporinas mediadas cromosomicamente
(AmpC) o cefalosporinasas (33%) y betalactamasas de espectro extendido (BLEE) (11%).

Palabras clave: Bacterias, Aislamiento, ldentificacion, Susceptibilidad, Mecanismo de
resistencia.



ABSTRACT

The objective of the present study is to determine the main bacterial species most frequently
involved in otitis in dogs, the susceptibility to antibacterials and their mechanism of resistance,
through isolation, through the production of ear cultures, as well as to know the different
microorganisms that can affect the auditory canal of the dogs to make an accurate diagnosis and
establish a correct treatment. It was carried out in the LABVET veterinary clinical laboratory,
in the area of bacteriology. It consisted in the analysis of the results of 52 bacterial isolations of
the auditory canal. It was carried out with the data provided by the culture laboratory carried out
in the period January 2015 - February 2018. The main species of bacteria that were isolated
were: Proteus mirabilis (19%), Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus
pseudintermedius (15) and Pseudomona aeruginosa plus Proteus. spp (10%). 13 agents were
found to be sensitive to enrofloxacin; presenting Serratia marcescen 100%, Pseudomona
aeruginosa plus Escherichia coli 50%. 12 agents presented sensitivity to ceftriaxone; of which
Proteus vulgaris and Klebsiella pneumoniae with 33% were more sensitive, Escherichia coli
29%, and Staphylococcus pseudintermeius plus Proteus spp; Pseudomonas aeruginosa plus
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae plus Staphylococcus pseudintermeius with 25%. 10
agents were sensitive to gentamicin; Pseudomonas aeruginosa plus Proteus spp. with 40%,
Pseudomonas aeruginosa 29%, Pseudomonas aeruginosa plus Escherichia coli and
Klebsiella pneumoniae plus Staphylococcus pseudintermeius. The mechanisms of resistance
that the isolated bacteria showed during the study were: heteroresistance (53%), chromosomally
mediated cephalosporins (AmpC) or cephalosporinases (33%) and extended-spectrum beta-
lactamases (ESBL) (11%).

Key words: Bacteria, Isolation, Identification, Susceptibility, Mechanism of resistance.



l. INTRODUCCION

Un oido normal y sano tiene buenas defensas, como las glandulas sebaceas y ceruminosas, que
conforman una barrera contra el ingreso de agentes extrafios. Sin embargo, el canal auditivo
canino es un ambiente vulnerable a cualquier cambio por lo que alteraciones anatdmicas o
fisiologicas, disturbios ambientales, parasitarios, de hipersensibilidad, o inmunitarios,
promueven un desequilibrio del microclima y alteran la resistencia del hospedero favoreciendo
la proliferacion de microorganismos como bacterias, hongos, levaduras y parasitos pudiendo
ocasionar diversas patologias (Craig, 2008).

El conducto auditivo debe mantenerse aireado y limpio, es por eso que una correcta limpieza e
higiene de este favorecera a prevenir la aparicion de las distintas patologias que puedan afectar
al mismo, como en el caso de las otitis, que son las afectaciones mas frecuentes del canal
auditivo (Castro, s/f).

La otitis es la inflamacién del conducto auditivo (Craig, 2008). Es una enfermedad de etiologia
multifactorial que afecta a los caninos, y se encuentra asociada mayormente a infecciones
causadas por bacterias y levaduras, que muchas veces no responden a los tratamientos con
antibidticos (Cole, et al. 1998) (Taibo, 2003).

La estructura anatomica de la oreja del perro predispone la presentacion de esta patologia, ya
que la forma del cartilago auricular crea un ambiente oscuro y de poca ventilacion que favorece
la proliferacion de bacterias (Dyce, 1999) (Craig, 2008). Asimismo, la edad y la raza son
factores asociados a los cuadros de otitis. (Sanchez, et al. 2014)

El examen del oido debe formar parte del examen fisico rutinario. Esto con el fin de descartar
la presencia de inflamacion, infeccion, masas o cuerpos extrafos. Sera necesario disponer de un
otoscopio y un cono de otoscopio del tamafio adecuado (Muller y Kirk, 2002).

Consideramos que este documento permitird al médico veterinario conocer las diferentes
especies de bacterias que se asocian con mayor frecuencia a la presentacion de otitis en la clinica
diaria. Y que de esta manera incluyan la realizacion de examenes complementarios como
métodos diagndsticos para instaurar un correcto tratamiento.



1. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Analizar las bacterias aisladas en las muestras de otitis de caninos remitidos al Laboratorio
Veterinario (LABVET) en el periodo de enero 2015- febrero 2018.

2.2. Objetivos especificos

Identificar las principales especies de bacterias involucradas en las otitis en caninos atendidos
en LABVET através de su aislamiento por medio de la realizacion de cultivos éticos y pruebas
especiales de identificacion (Pruebas bioquimicas).

Determinar la susceptibilidad de los microrganismos aislados por medio del antibiograma ante
los antibidticos a los que fueron expuestos.

Exponer los mecanismos de resistencia mediante la observacion de los cambios en el
antibiograma.



1. MATERIALESY METODOS

3.1. Ubicacion del area del estudio

El presente estudio se llevo a cabo en el laboratorio clinico veterinario LABVET, en el area de
bacteriologia. Dicho laboratorio se encuentra localizado en el municipio de Managua,
departamento de Managua, en la colonia Nicarao, de los nacatamales Nicarao 1/2 cuadra al
noreste, sobre la pista mano derecha.

El laboratorio clinico veterinario LAB VET est& ubicado en el departamento de Managua con
las coordenadas geograficas 12°07'40” Norte, 86°14'07” Oeste. (Google maps, 2018) Limita al
norte con Reparto Santa Julia, al este con Barrio Santos Lépez, oeste con Colonia 14 de
septiembre y al sur con Barrio Unidn Soviética.

LRt W) @ waver

Figura 1 Laboratorio clinico LABVET Fuente Figura 2. Area de bacteriologia Fuente
Berrios y Martinez (2018). Berrios y Martinez (2018).

El laboratorio ofrece servicios de analisis clinico de rutina y pruebas especiales. Cuenta con
areas de Hematologia, Uroanalisis, Coprologia, Dermoscopia, Serologias, Microbiologia,
Patologia, Bioquimica sanguinea y Transfusion sanguinea. Dichos servicios estan dirigidos
tanto a animales de comparfiia como a animales de produccion.

3.2. Disefio metodoldgico

El estudio realizado fue llevado a cabo en el periodo de enero 2015- febrero 2018, es de caracter
transversal no experimental y consistio en el anlisis de los resultados de aislamientos
bacterianos del conducto auditivo de 52 caninos (Canis lupus familiaris) que fueron remitidos
al laboratorio, y asi establecer que bacterias afectaron con mas frecuencia el conducto auditivo,
y a la vez los mecanismos de resistencia que estas llegaron a presentar.



3.3. Variables evaluadas
Prevalencia de agentes que causan otitis

P = nimero de casos por agente etiolégico

Total de casos con otitis

Lectura e interpretacion del antibiograma
Medicion de los halos de inhibicion en el antibiograma:

e Sensible
e Resistente

Los mecanismos de resistencia de las bacterias

o Betalactamasa de espectro extendido (BLEE)
e Cefalosporinasas Mediadas Cromosémicamente (AmpC)
e Heteroresistencia

3.4 Recoleccidn de datos

La recoleccion de datos se obtuvo mediante la solicitud de los resultados de muestreos
realizados en caninos a partir de enero 2015 — febrero 2018.

3.5. Procedimiento del estudio

3.6. Toma de la muestra

Las muestras fueron obtenidas mediante hisopados del canal auditivo externo de caninos (canis
lupus familiaris) remitidos al laboratorio.

1. En primer lugar, se identifico la zona afectada.

Figura 3. Identificacion de la zona
afectada Berrios y Martinez (2018).




2. En seguida se limpid el area donde se tomaron las muestras con solucién salina y gazas
estériles.
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Figura 4. Limpieza del area a muestrear
Berrios y Martinez (2018).

3. Se utilizo para la toma de muestra un medio de transporte AMIES con carbén activado el
cual contenia un hisopo estéril.

Figura 5. Medio de transporte AMIES
Berrios y Martinez (2018).

4. La muestra se recolecté haciendo movimientos circulares dentro del canal auditivo.

Figura 6. Toma de muestra Berrios y Martinez (2018).|




5. Una vez terminado, se identificaron correctamente para luego ser procesadas bajo
condiciones del Area de Bacteriologia del laboratorio clinico veterinario LABVET,
sembradas en un medio de cultivo selectivo: Agar Mc Conkey, y un medio de cultivo
general: Agar Sangre.

&b

’ . =
|Figura 7. Identificacion del medio Berrios y Martinez (2018). |

3.7. Fase de laboratorio

Preparacion de medios de cultivo para aislamiento bacteriano

Debido a su pequefio tamafio las bacterias son estudiadas como poblaciones con el requisito de
provenir de una sola célula, para obtener estas poblaciones es necesario cultivarlas utilizando
medios que les proporcionen una fuente de alimento que favorezca el crecimiento y
reproduccion de estas (Casado et al. 2012).

Agar sangre

Para la preparacion de Agar sangre se utiliz6 como base agar Infusién Cerebro Corazon (BHI
por sus siglas en inglés):

47 gagar BHI......... 1 litro de agua destilada

1. Se realizd en un matraz un preparado de 200ml que equivale a:
47 gagar BHI......... 1000 ml agua destilada }

X 200 ml agua destilada

9.4 g Agar Cerebro Corazén

Figura 8. Pesaje agar Cerebro Corazén (Romero, 2015)




2. Seguidamente se llevé a ebullicion hasta la dilucion completa con ayuda de un Hotplate.

| Figura 9. Dilucion de agar cerebro corazon (Romero, 2015) |

3. Luego se esteriliz6 en autoclave a 121°C por 15 min.

Figura 10. Esterilizacion en autoclave a 121°C (Romero, 2015)

4. Por Gltimo, se dejé enfriar.

Para la preparacion de Agar sangre se utilizé un 5% del preparado anterior equivalente a sangre
entera humana:

100%......... 200ml base BHI
10 ml de sangre entera



5. Posteriormente se agregaron los 10 ml de sangre a los 200ml de la base Agar Infusion
Cerebro Corazén.

| Figura 11. Mezcla de agar cerebro corazon con 10 ml de sangre (Romero, 2015) |

Agar Mac Conkey
Para la elaboracion de Agar Mac Conkey se realizo lo siguiente:
51.5 g agar Mac Conkey......... 1 litro de Agua destilada
1. Serealizd en un matraz un preparado de 200ml que equivale a:
51.5 g agar Mac Conkey............ 1000 ml agua destilada} 10.3 g de Agar Mac
X, 200ml agua destilada Conkey

Figura 12. Pesaje de agar Mac-Conkey (Perez, 2011)




2. Seguidamente se llevé a ebullicion hasta la dilucion completa con ayuda de un Hotplate.

Figura 13. Dilucion de agar Mac-Conkey (Perez, 2011)

3. Luego se esteriliz6 en autoclave a 121°C por 15 min.

Figura 14. Esterilizacion en autoclave a 121°C (Romero, 2015)

4. Por ultimo, se dejé enfriar.



5. Una vez preparados los medios se utilizaron placas Petri dobles, afiadiéndoles ¥ del alto por
cada placa las cuales fueron marcadas con el nombre del medio y la fecha de preparacion.
Una vez frios se cubrieron con papel aluminio y se almacenaron a una temperatura de 7°C
de forma invertida hasta ser utilizados.

Figura 15. Agar Mac-Conkey en placa doble Berrios y Figura 16. Medios con Agar sangre y Mac-Conkey
Martinez (2018). Berrios y Martinez (2018).

3.8. Aislamiento Bacteriano

De las muestras obtenidas, se procedio a la siembra de las mismas en los medios general y
selectivo:

Figura 17. Medio de cultivo general (rojo) y Figura 18. Inoculacion de la muestra
selectivo (rosa) Berrios y Martinez (2018). Berrios y Martinez (2018).

1. Se realiz6 la inoculacion de la bacteria en los extremos opuestos de cada medio, sembrando
primero en Agar Sangre y luego en Agar Mac Conkey.

10



2. Se tomd un asa bacterioldgica redonda esterilizada y se realizé un rastrillado por agotamiento
en 3 direcciones distintas sobre cada medio.

Figura 19. Esterilizacién de asa Figura 20. Siembra de la muestra
bacterioldgica Berrios y Martinez Berrios y Martinez (2018).
(2018).

3. Una vez realizado el rastrillado, se identifico el cultivo con el nombre del paciente, fecha de
siembra y tipo de cultivo.

Figura 21. ldentificacion del medio
Berrios y Martinez (2018).

11



4. Finalmente se incubd la muestra entre 12 - 48 horas a 37°C.

s - gt ropmry o

i
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Figura 22. Incubacion del medio Berrios y
Martinez (2018).

Identificacion macroscdpica

Después de pasada las 12 - 48 horas se observo si hubo algun crecimiento en el medio.

Identificacion microscépica

Para la identificacion microscépica se utilizo tincion Gram para diferenciar el tipo de bacteria
que fue aislada.

1. Se coloco en un portaobjeto una gota de solucion salina.

Figura 23. Solucion salina en
portaobjeto Berrios y Martinez (2018).
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2. Seguidamente se tom6 una UFC (Unidad formadora de colonia) de las que crecieron en el
medio con un asa bacterioldgica recta esterilizada en el mechero de Bunsen.

Figura 24. Seleccion de UFC Berrios
y Martinez (2018).

3. Después se realizd un extendido.

— -

Figura 25. Realizacion del extendido Berrios
y Martinez (2018).

4. Con la ayuda del mechero se fijo el extendido.

Figura 26. Fijacion del extendido Berrios y Martinez (2018).

13



5. Una vez fijada la muestra, se cubrié con cristal violeta, se esperd 1 minuto y se enjuagd con

agua.

Figura 27. Tincion con cristal violeta Berrios 'y
Martinez (2018).

6. Seguidamente se afiadio yodo Lugol, se esperd 1 minuto y se procedio a enjuagar.

Figura 28. Tincion con yodo Lugol Berrios y Martinez (2018).

7. A continuacion, se agreg6 alcohol acetona por 30 segundos y se enjuago.

. *

Figura 29. Agregar alcohol acetona Berrios y
Martinez (2018).
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8. Posteriormente se afiadio safranina por 1 minuto e inmediatamente se enjuagd con agua
como en los pasos anteriores.

Figura 30. Tincion con safranina Berrios y Martinez (2018).

9. Por ultimo, se dejé secar y se procedid a su observacion al microscopio en objetivo 100x
con aceite de inmersion.

Figura 31. Observacion al microscopio Berrios y Martinez (2018).
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3.9. Pruebas Bioquimicas

Para identificar a que género pertenecia la bacteria aislada, se procedio a la realizacion de las

pruebas bioguimicas de catalasa y coagulasa.

Prueba de catalasa

La catalasa es una enzima presente en la mayoria de los microorganismos que poseen
citocromos. Las bacterias que sintetizan catalasa hidrolizan el peréxido de hidrégeno en agua
y oxigeno gaseoso que se libera en forma de burbujas. a prueba de la catalasa es un método
répido y fécil para la diferenciacion de Streptococcus y Staphylococcus. Todas las especies
de Streptococcus son catalasa negativa y Staphylococcus son catalasa positiva. (Fernandez y

Garcia, 2010).

1. Se coloco una gota de perdxido de hidrogeno en un porta objeto.

Figura 32. Peroxido de hidrogeno
Berrios y Martinez (2018).

Figura 33. Peroxido en portaobjeto
Berrios y Martinez (2018).

2. Con un asa bacterioldgica esterilizada se tom6 una UFC.

Martinez (2018).

Figura 34. Seleccion de UFC Berrios 'y
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3. Por Gltimo, la colonia que fue tomada se expuso al peréxido de hidrogeno que habia en el
porta objeto.

ASM MicrobeLibrary &

Figura 35. Reaccidn catalasa (Chaparro, 2015)

Prueba coagulasa

Esta prueba se utiliza para determinar las especies patdgenas de Staphylococcus debido a la
capacidad de coagular el plasma por la accién de la enzima coagulasa (Fernandez y Garcia,
2010).

Método en tubo:

1. Paralarealizacion de esta prueba se tomaron 4 tubos de ensayo y se le agregé 1ml de suero
sanguineo citratado a cada uno.

Figura 36. Suero sanguineo Berrios y
Martinez (2018).
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2. Se agrego6 a cada tubo 4 ml de agua destilada e inmediatamente se homogenizé.

Martinez (2018).

Figura 37. Solucion salina Berrios y

3. De la muestra diluida se tomé 1ml y se agregd a otro tubo de ensayo.

-~ — v —

Figura 38. 1ml de suero diluido en tubo de ensayo Berrios y Martinez (2018).

4. Posteriormente se tomé el tubo y se le inoculd
bacterioldgica recta.

una UFC con la ayuda de un asa

Figura 39. Seleccion de UFC Berrios y
Martinez (2018).

Figura 40. Inoculacion de UFC
Berrios y Martinez (2018).
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5. Por ultimo, se dejo incubar a 37°C durante 24 horas.

Figura 41. Incubacion de coagulasa Figura 42. Coagulasa positiva y negativa
Berrios y Martinez (2018). respectivamente (Chaparro, 2015)

Para la identificacion de especies de enterobacterias se realizan las siguientes pruebas
bioquimicas:

MIO (Movilidad Indol Ornitina)

Se usa para la identificacion de Enterobacteridceas en base a su movilidad, actividad de
Ornitina descarboxilasa y produccion de Indol. Por su composicion, es posible detectar 3
reacciones en un mismo tubo: movilidad, presencia de Ornitina descarboxilasa e indol (Loreto,
2012)

Preparacion

31g MIO......... 1000 ml agua destilada
1.6g MIO
D, O 50 ml agua destilada

1. En un matraz Erlenmeyer se midieron los 50 ml de agua destilada y se agreg6 los 1.6 g de
MIO.

2. Se cubri6 la boquilla del matraz con un trozo de papel aluminio y se calento en el Hotplate

hasta llegar a su punto de ebullicion sin dejar de agitar.

Se dejé enfriar sin permitir que este solidificara.

Una vez que este enfrid, se deposité 3ml en cada tubo de ensayo y se procedio a meter en la

autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5. Por ultimo, se colocd en una posicion recta y se dejo solidificar.

~ow

Método de siembra
1. Con un asa bacterioldgica recta esterilizada con la llama del mechero de Bunsen se toma el

inoculo (UFC) y se procedio a realizar la siembra por picadura o puncién en forma vertical.
2. Por altimo, se incubd a una temperatura de 37°C durante 24 horas.
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Interpretacion
Ornitina descarboxilasa

Positivo: Color purpura del medio.

Negativo: Color amarillo en el fondo del tubo que puede ser purpura al final.

Figura 43. A: Ornitina Positivo

Negativo (Alvarez, 2015) (Hardy diagnostics, 2012)

B: Ornitina

Indol

Positivo: Anillo rojo en la superficie del medio.

Negativo: No se produce color/ color naranja en la superficie del medio. Indica desarrollo de

escatol.

HARY Figura 44.
STICS Indol Positivo
(Hardy
diagnostics,
2012)

Movilidad

Figura 45.
Indol
negativo
(Hardy
diagnostics,
2012)

Positiva: Los organismos moviles migran fuera de la linea de siembra y se difunden en el medio

provocando una turbidez.

Negativo: Crecimiento bacteriano acentuado siguiendo la linea de siembra .

Figura 46. Movilidad positiva
(Hardy diagnostics, 2012)

Figura 47. Movilidad negativa
(Hardy diagnostics, 2012)
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LIA (Agar Hierro Lisina)

Medio de cultivo utilizado para diferenciar enterobacterias basado en la descarboxilacion/
desaminacion de la lisina y en la produccion de acido sulfhidrico (Loreto, 2012).

Preparacion
35gLIA................ 1000 ml agua destilada }

, 1.8gLIA
X 50 ml agua destilada

1. Enun matraz Erlenmeyer se midieron los 50 ml de agua destilada y se agregé los 1.8 g
de LIA.

2. Se cubrid la boquilla del matraz con un trozo de papel aluminio y se calent6 en el

Hotplate hasta llegar a su punto de ebullicion sin dejar de agitar.

Se dejo enfriar sin permitir que este solidificara.

Una vez que este enfrid, se deposité 3ml en cada tubo de ensayo y se procedio a meter

en la autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5. Por altimo, se colocd en una posicion inclinada (pico de flauta) y se dejo solidificar.

~ow

Método de siembra

1. Setomd un asa bacterioldgica recta y se esterilizé con la llama del mechero de Bunsen,
se tomo el inoculo (UFC) y se procedi6 a realizar la siembra por picadura y estria.
2. Por Gltimo, se incubo a una temperatura de 37°C durante 24 horas.

Interpretacion
Produccion de H2S

Resultado positivo: El desarrollo microbiano produce coloracion negra en el medio de cultivo
en todo el tubo.

Resultado negativo: Ausencia de coloracion negra.

Figura 48. H2S positivo Figura 49. H2S Negativo (Hardy
(Palomo. 2015) diagnostics, 2012)
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Lisina descarboxilasa

Resultado positivo: Se verifica como alcalinizacion (K) del medio de cultivo con un viraje hacia
el parpura en todo el tubo, 0 como medio de cultivo neutro.

Resultado negativo: Se observa acidificacion (A) con viraje hacia el amarillo en la columna del
tubo, y alcalinizacion (color pdrpura) en la zona inclinada.

Figura 50. Lisina Figura 51. Lisina
descarboxilasa positiva descarboxilasa negativo
(Palomo, 2015) (Hardy diagnostics, 2012)

Lisina desaminasa

Resultado positivo: Produccidn de color rojo granate (R) en la superficie inclinada.
Resultado negativo: Ausencia de color rojo granate.

Figura 52. Lisina Figura 53. Lisina
desaminasa positivo desaminasa negativo
(Hardy diagnostics, (Hardy diagnostics, 2012)

2012)
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TSI (Triple azucar hierro)

Medio universalmente empleado para la diferenciacion de enterobacterias, en base a la
fermentacion de glucosa, lactosa, sacarosay a la produccion de acido sulfhidrico (Loreto, 2012).

Preparacion

62.5gTSI............... 1000 ml agua destilada
3.2gTSI
X 50 ml agua destilada

1. En un matraz Erlenmeyer se midieron los 50 ml de agua destilada y se agrego los 3.2g
de TSI.

2. Se cubrid la boquilla del matraz con un trozo de papel aluminio y se calent6 en el

Hotplate hasta llegar a su punto de ebullicion sin dejar de agitar.

Se dejé enfriar sin permitir que este solidificara.

Una vez que este enfrid, se depositd 3ml en cada tubo de ensayo y se procedié a meter

en la autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5. Por dltimo, se colocd en una posicion inclinada (pico de flauta profundo) y se dejo
solidificar.

~ow

Método de siembra

1. Setomd un asa bacterioldgica recta y se esterilizé con la llama del mechero de Bunsen,
se tomd el inoculo (UFC) y se procedio a realizar la siembra punzando con el asa recta
en profundidad y estria con movimiento en zigzag en la superficie inclinada del agar.

2. Por ultimo, se incub6 a una temperatura de 37°C durante 24 horas.

Interpretacion

Rojo en pico de flauta: Alcalino: degradacion aerébica de glucosa; Amarillo en capa profunda:
acido: degradacién anaerdbica de la glucosa.

Amarillo en pico: Acido; Amarillo en capa profunda: acido.
Rojo en pico de flauta: Alcalino; Sin cambio de color en capa profunda: alcalina.

Produccién de H2S: Precipitado negro
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Produccidén de gases: Produccion de burbujas, descomposicion del medio, ligera muesca del
medio sobre el costado del tubo o desplazamiento del medio del fondo, dejando un espacio libre.

ZHARDY
Z uisosics

&

Figura 54. TSI K/A (Alcalino sobre acido)
(Hardy diagnostics, 2012)

Figura 56. H2S positivo/ Productor de
gas positivo (Hardy diagnostics, 2012)

.

Figura 55. TSI K/K (Alcalino sobre
alcalino) (Alvarez, 2015)

2

\.

Figura 57. TSI A/A (acido sobre &cido)
(Hardy diagnostics, 2012)
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Citrato de Simmons

Medio utilizado para la diferenciacion de enterobacterias, en base a la capacidad de usar citrato
como unica fuente de carbono y energia. (Loreto, 2012)

Preparacion

Para la preparacion de Citrato de Simmons se utilizé lo siguiente:

1.3 g Citrato de

24.2 g Citrato............. 1000 ml agua destilada
} Simmons

X 50 ml agua destilada

1. Enun matraz Erlenmeyer se midieron los 50 ml de agua destilada y se agregé los 1.3g
de Citrato de Simmons.

2. Se cubrié la boquilla del matraz con un trozo de papel aluminio y se calenté en el
Hotplate hasta llegar a su punto de ebullicién sin dejar de agitar.

3. Se dejd enfriar sin permitir que este solidificara.

4. Una vez que este enfrio, se depositd 3ml en cada tubo de ensayo y se procedio a meter
en la autoclave a 121°C durante 15 minutos.

5. Por ultimo, se colocd en una posicion inclinada (pico de flauta) y se dejo solidificar.

Método de siembra

1. Setomd un asa bacterioldgica recta y se esterilizé con la llama del mechero de Bunsen,
se tomo el inoculo (UFC) y se procedid a realizar la siembra en forma de estria Gnica
(agotamiento) en la superficie inclinada del agar.

2. Por Gltimo, se incub6 a una temperatura de 37°C durante 24 horas.

Interpretacion
Positivo: Crecimiento y color azul en el pico de flauta.

Negativo: El medio permanece de color verde debido a que no hay crecimiento bacteriano.

ZHARDY ZHARDY
Figura 58. Reaccion positiva (Hardy Figura 59. Reaccién negativa (Hardy
diagnostics, 2012) diagnostics, 2012)
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Caldo urea de Stuart

Medio utilizado para la identificacion de microorganismos, en base a la actividad ureésica. Es
particularmente Gtil para diferenciar Proteus spp. de otros miembros de la familia
Enterobacteriaceae (Loreto, 2012).

Preparacion
29 gurea............... 1000 ml agua destilada
) } 1.5gurea
X, 50 ml agua destilada
Meétodo de siembra
El medio liquido se sembro con un asa de cultivo puro del microorganismo por probar.
Interpretacion
La prueba es positiva cuando se observa un cambio de color amarillo a rosado.

Es negativa cuando no hay cambio de color.

Wi
R

Figura 60. Reaccién positiva Figura 61. Reaccion negativa (Hardy
(Palomo, 2015) diagnostics, 2012)

3.10. Susceptibilidad

El estudio de la susceptibilidad a los antibiéticos en las bacterias aisladas se realiza mediante el
antibiograma, midiendo la sensibilidad de una bacteria ante los diferentes tipos de antibi6ticos
(Cercenado, 2009). El primer objetivo del antibiograma es el de medir la sensibilidad de una
cepa bacteriana a uno o varios antibidticos. El segundo objetivo del antibiograma es el de seguir
la evolucion de las resistencias bacterianas (Aulario, 2002).
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Preparacion de medio

Para la elaboracion del antibiograma se utiliza como base Agar Mueller-Hinton.

38 g Mueller-Hinton................ 1 litro de agua

1. Se realizé un Preparado de 200 ml que equivale a

38 g Mueller-Hinton....... 1000 ml agua destilada
X 200 ml agua destilada

} 7.6 g de Agar Mueller-Hinton

2. Seguidamente se llevo a ebullicion hasta la dilucion completa con ayuda de un Hotplate.

Figura 62. Agar Mueller-Hinton (Perez, 2011)

Figura 63. Dilucion de Agar (Perez, 2011)

3. Luego se esteriliz6 en autoclave a 121°C por 15 min.

Figura 64. Autoclave a 121°C (Romero, 2015)

4. Por ultimo, se dejé enfriar.
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Una vez preparados los medios se utilizaron placas Petri sencillas, afadiéndoles ¥ del alto por
cada placa las cuales fueron marcadas con el nombre del medio y la fecha de preparacion, una
vez enfriados se cubrieron con papel aluminio y se almacenaron a 7°C de forma invertida hasta

ser utilizados.

Figura 65. Medio Mueller-Hinton (Perez, 2011)

Montaje de antibiograma

1. Antes de montar el antibiograma se dejo que el medio estuviera a temperatura ambiente y
se prepard el inoculo utilizando 3ml de solucién salina en un tubo de ensayo.

Figura 66. Temperar el medio Berrios Figura 67. 3ml de solucion salina
y Martinez (2018). Berrios y Martinez (2018).

2. Con un asa recta se agreg6 una UFC del cultivo.

Figura 68-3i|l:9i0ﬂ dzeolleFC Berrios Figura 69. Seleccién de UFC
y Martinez (2018). Berrios y Martinez (2018).
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3. Seguidamente se disolvio en la solucion salina hasta obtener un grado de turbidez de N° 5
de la escala de Mc Farland.

4. Para la inoculacion se sumergié un hisopo estéril en el cultivo y se elimind el exceso
rotandolo firmemente contra la pared interna del tubo.

Figura 70. Escala de Mc Figura 71. Hisopo sumergido Figura 72. Eliminacion del
Farland Berrios y en dilucion de UFC Berrios y exceso Berrios y Martinez
Martinez (2018). Martinez (2018). (2018).

5. Se procedi6 a destapar la placa y frotar con el hisopo la superficie del medio de cultivo
repitiendo esta operacion por tres veces sucesivamente, rotando la placa para obtener una
dispersion uniforme del in6culo en toda la superficie.

6. Se tapo la placa y dejo secar el indculo por 5 minutos, mientras se escogian los antibi6ticos
a utilizarse.

dilucion Berrios y Martinez antibiéticos Berrios y
(2018). Martinez (2018).
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7. Después de dejar reposar, se marco el area en el medio de cultivo para antibiograma donde

8.

se colocaron 9 discos de antibioticos en dependencia de la bacteria encontrada sobre el agar
mediante pinzas estériles y se realizo presion sobre los discos suavemente con una pinza
para asegurar un buen contacto con el medio de cultivo dejando un espacio de manera que
la distancia a la pared de la placa sea de 15 mm vy la distancia entre ellos sea de 30 mm.

Figura 75. Marcgr.el.érea doqde se Figura 76. Colocar los discos de
pondrén los antibidticos Berrios y antibioticos Berrios y Martinez
Martinez (2018). (2018).

Por ultimo, se incubd a 37°C hasta el siguiente dia (aproximadamente 18-19 horas).

Figura 77. Incubacion de antibiograma a 37°C
Berrios y Martinez (2018).
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Lectura

Tras el periodo de incubacién se midié el diametro del halo formado, este esta en relacién con
el grado de sensibilidad del microorganismo. La carga del disco esta ajustada para que los halos
de inhibicion permitan diferenciar los microorganismos sensibles de los resistentes.

1. Utilizando una regla milimetrada se midi6 el didmetro de cada halo formado en cada disco.

2. Con la ayuda de la lista de halos de inhibicion del Instituto de Normas Clinicas y de
Laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés) se compar0 el diametro obtenido del
antibiograma con los pardmetros de la lista. (Ver Anexo 6)

Figura 78. Halos de inhibicion Berrios y
Martinez (2018).

3.11. Mecanismos de resistencia

La resistencia bacteriana es un fenémeno creciente caracterizado por una refractariedad parcial
o total de los microorganismos al efecto del antibidtico, generado principalmente por el uso
indiscriminado e irracional de éstos y no sélo por la presion evolutiva que se ejerce en el uso
terapéutico (Casallas, 2014).

Betalactamasa de espectro extendido (BLEE)

Las técnicas para la deteccidn fenotipica de BLEE se basan en la propiedad que presentan la
mayor parte de estas enzimas de ser inhibidas por acido clavulanico y en la utilizacion de
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion como indicadores (Casallas, 2014).

La prueba de sinergia de doble disco consiste en situar un disco con amoxicilina-acido
clavulanico préximo a discos de betalactamicos indicadores. La produccion de BLEE se
demuestra por la ampliacion del halo de inhibicion de cualquiera de los indicadores por la accion
del acido clavulanico (Calvo, 2011).
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Prueba de sinergia de doble disco

1. Seguir el procedimiento estdndar para la realizacion de un antibiograma por el método de
difusion con discos e inocular una placa de agar Mueller-Hinton a partir de una suspension
de la cepa problema en solucion salina con una turbidez equivalente a un 0,5 de la escala
de McFarland.

2. Situar un disco con ceftriaxona a una distancia de 20-25 mm de un disco con amoxicilina
acido clavulanico.

3. Incubar a 35+2°C durante 16-20 horas.

Obtencion y expresion de los resultados

Examinar visualmente la apariencia de las zonas de inhibicion. Los resultados se interpretan de
la siguiente manera:

1. Positivo: Ampliacion del halo de inhibicion de ceftriaxona en la zona proxima al disco con
amoxicilina &cido clavulanico (sinergia).
2. Negativo: No ampliacion de los halos de inhibicion de ceftriaxona

Figura 79. Ampliacion de halos de inhibicién en
BLEE Berrios y Martinez (2018).

Cefalosporinasas Mediadas Cromosémicamente (AmpC)

Muchas bacterias gram negativas producen p-lactamasas tipo AmpC también conocidas como
cefalosporinasas, las cuales en su mayoria son codificadas en cromosomas y unas pocas en
plasmidos. Estas enzimas usualmente son resistentes a la inhibicion por acido clavulanico y son
mas activas frente a cefalosporinas (Calvo, 2011).
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Prueba de discos combinados con inhibidor

1. Seguir el procedimiento estdndar para la realizacion de un antibiograma por el método de
difusion con discos e inocular una placa de agar Mueller-Hinton a partir de una suspension de
la cepa problema en solucion salina con una turbidez equivalente a un 0,5 de la escala de
McFarland.

2. Situar un disco con ceftriaxona o cefalexina a una distancia de 20-25 mm de un disco con
amoxicilina &cido clavulanico.

3. Incubar a 35+2°C durante 16-20 horas.

Obtencion y expresion de resultados

Examinar visualmente la apariencia de las zonas de inhibicion. Los resultados se interpretan de
la siguiente manera:

1. Positivo: Achatamiento del halo de inhibicion de ceftriaxona o cefalexina en la zona préxima
al disco con amoxicilina mas &cido clavulanico

2. Negativo: No achatamiento de los halos de inhibicion de las cefalosporinas. El resultado
positivo se informara como cepa portadora de AmpC.

Figura 80. Achatamiento de halo de inhibicion de ceftriaxona Berrios y Martinez (2018).

Hetero resistencia

Se emplea para referirse a las poblaciones que contienen una mayoria de bacterias inhibidas en
concentraciones por debajo del punto de corte de sensibilidad, junto con otro pequefio nimero
de microorganismos que son resistentes. (Calvo, 2011)
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Para determinar si una poblacion bacteriana posee cepas heteroresistentes se procede a:

1. Seguir el procedimiento estdndar para la realizacion de un antibiograma por el método de
difusion con discos e inocular una placa de agar Mueller-Hinton a partir de una suspension de
la cepa problema en solucion salina con una turbidez equivalente a un 0,5 de la escala de
McFarland.

2. Colocar discos de antibidticos a los cuales se expondra la poblacion bacteriana.

3. Incubar a 35+2°C durante 16-20 horas.

Obtencion y expresion de resultados

Examinar visualmente la apariencia del antibiograma. Los resultados se interpretan de la
siguiente manera:

1. Positivo: Presencia de colonias dentro de los halos de inhibicion.

2. Negativo: Ausencia de colonias dentro de los halos de inhibicion.

Figura 81. Crecimiento de colonias dentro de halos de
inhibicion Berrios y Martinez (2018).

3.12. Andlisis de datos

De los datos recolectados se les realizo un analisis estadistico descriptivo porcentual mediante
la utilizacion de tablas de contingencia.
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3.13. Materiales y equipos

Cuadro 1. Toma de muestra

Medio de transporte/ Hisopo estéril

Solucién salina

Marcadores Gazas esteériles
Refrigerante Bozal
Guantes Tapaboca

Cuadro 2. Preparacion de medios
Agar Sangre Urea de crhistensen
Agar MacConkey Matraces
Agar Muller Hinton Agua destilada
Agar Triple Sugar Iron Hotplate
Agar Citrato de Simmons Autoclave

Lisina hierro agar

Papel Aluminio

Movilidad indol ornitina Agar

Tubos de ensayo

Placas Petri

Tapaboca

Gafas protectoras

Temporizador

Gabachas desechables

Cucharas espatulas

Guantes

Balanza digital

Cuadro 3. Inoculacién de muestra

Asa Bacterioldgica curva Incubadora
Mechero Gas butano
Gafas protectoras Gabachas desechables
Guantes Tapaboca
Encendedor
Cuadro 4. Proceso de tincion de la muestra
Mechero Asa bacterioldgica recta Tabla de campo
Gas butano Solucién salina Microscopio

Gafas protectoras

Cristal violeta

Aceite de inmersion

Gabachas desechables Yodo Lugol Pipetas pasteur
Guantes Alcohol acetona

Tapaboca Safranina

Encendedor Porta objetos
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Cuadro 5. Identificacion Bacteriana

Mechero

Asa bacteriolodgica recta

Gas hutano

Solucioén salina

Gafas protectoras

Perdxido de hidrogeno

Gabachas desechables

Pipetas automaticas

Guantes

Puntas de pipeta

Tapaboca

Porta objetos

Encendedor

Gradillas

Suero Sanguineo

Cuadro 6. Medicion de susceptibilidad

Mechero

Hisopo estéril

Gas bhutano

Discos de antimicrobiano

Gafas protectoras

Regla milimetrada

Gabachas desechables

Encendedor

Guantes

Tapaboca
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Principales especies de bacterias involucradas en las otitis en caninos atendidos en
LABVET a traves de su aislamiento por medio de la realizacion de cultivos oticos.

Bacterias encontradas

Sin crecimiento  4%(2)
S. pseudintermedius y P. spp.  2%(1)
S. pseudintermedius y S. spp  2%(1)
P. aeruginosay P.spp  10%(5)
P. aeruginosay E. coli 4%(2)
P. mirabilis y P. aueruginosa 6%(3)
K. pneumoninae y S. pseudintermedius  2%(1)
S. pseudintermedius  15%(8)
S. Coagulasa- Negativa  4%(2)
S. marcescen  2%(1)
P. aeruginosa  15%(8)
P.vulgaris 8%(4)
P. mirabilis  19%(10)
K. pneumoninae 4%(2)
E.coli  4%(2)

0% 5% 10% 15% 20% 25%

Figura 82. Principales especies de bacterias involucradas en otitis Berrios y Martinez (2018).

De los 52 casos en los que se realiz cultivo para determinar el tipo de bacteria que estaba
afectando se obtuvieron los siguientes resultados:

Las bacterias que se aislaron con més frecuencia fueron: Proteus mirabilis con un 19% (10
casos), Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus pseudintermedius ambos con un 15% (8
casos) y con un 10% (5 casos) los cultivos con crecimientos mixtos de Pseudomona aeruginosa
y Proteus spp.

Con menor frecuencia se aislaron: Proteus vulgaris en un 8% (4 casos), Pseudomona
aeruginosa y Proteus mirabilis 6% (3 casos), Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus coagulasa-positivo, crecimientos mixtos de Pseudomona aeruginosa mas
Escherichia coli, todos estos con un 4%(2 casos), Serratia marcescen y crecimientos mixtos
de Klebsiella pneumoniae mas Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus
pseudintermedius més Streptococcus spp. Staphylococcus pseudintermedius mas Proteus spp.
todas ellas con un 2% (1 caso).
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Segun Vadillo, et al. (2003) el género Proteus comprende cuatro especies, de las cuales Proteus
mirabilis y Proteus vulgaris son las mas frecuentes en la naturaleza y las heces. Proteus
mirabilis es un patdgeno oportunista del hombre y los animales. Produce infecciones urinarias
y otitis externa en el perro y gato.

Markey, et al. (2013) expresa que Pseudomonas aeruginosa es el patdgeno mas importante del
género Pseudomonas. Estas bacterias son microorganismos del ambiente, cominmente
encontrados en el suelo, agua, plantas, frutas y vegetales.

Por mas de 30 afios, Staphylococcus intermedius fue considerado el causante comun de
infecciones en piel y tejido blando (Bannoehr, 2012). Sin embargo, recientes estudios han
demostrado que aislamientos identificados fenotipicamente como Staphylococcus intermedius
se han diferenciado en tres diferentes pero relacionadas especies Staphylococcus intermedius,
Staphylococcus pseudintermedius y Staphylococcus delphini que juntos se refieren como SIG
(Grupo Staphylococcus intermedius) (Sakaki, 2007). Este dato ha aclarado que Staphylococcus
pseudintermedius y no Staphylococcus intermedius es la especie SIG la cual coloniza y causa
infecciones en perros y gatos (Perreten, 2010).

En la investigacién de Fernandez (2006) diferentes grupos de bacterias fueron aisladas en
medios de cultivos, presentandose con mayor frecuencia Pseudomona aeruginosa (22,22%),
Proteus mirabilis (13,89%) y en menor frecuencia otros microorganismos.

Coincidiendo con el estudio de Fernandez (2006), Proteus mirabilis y Pseudomona aeruginosa
son las bacterias que con mas frecuencia se encuentran asociadas a la presentacion de otitis en
caninos.

Otras investigaciones han demostrado la presencia de bacterias del género Proteus en otitis
cronica. Martin (2001), aislé cepas pertenecientes a tres especies de enterobacterias: Proteus
mirabilis (10 cepas, 13.7% del total), E. coli (9 cepas, 12.3%) y Klebsiella oxytoca (I cepa,
1.3%).

La presencia de estas enterobacterias nos demuestra que el desarrollo de este tipo de otitis puede
ser a causa de la falta de higiene y la acumulacion de suciedad en el canal auditivo favoreciendo
asi el crecimiento y proliferacion de estos microorganismos.

En los estudios de Pulido, Castafieda, Linares, & Mercado, 2010 los aislamientos bacterianos
hallados en mayor proporcién fueron: Staphylococcus sp en monocultivo con un 36.8% o en
compafia de otros como Streptococcus, 0 (alfa), B (beta), Y
(gamma) hemoliticos, Pseudomonas sp, E. coli, Klebsiella sp en el 10.8%, de la misma manera
cada uno de estos microorganismos se encontraron en monocultivo o en aislamientos mixtos.
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En relacion con Pulido, et al. (2010) los crecimientos mixtos se aislaron con menor frecuencia,
sin embargo, este tipo de hallazgos son los que presentan un reto al momento de instaurar el
tratamiento para contraatacar los diferentes tipos de otitis.

En las investigaciones de Abusleme (2009) De un total de 103 muestras de otitis externa canina,
se aislé 53 (51,5%) cepas de SCP (Staphylococcus-coagulasa positivo). De estas cepas se
identificaron: S. intermedius (73,6%), S. schleiferi subsp. coagulans (22,6%).

Tomando en cuenta los estudios de Sakaki (2007) y Abusleme (2009), Staphylococcus

pseudintermedius es el principal agente que afecta a caninos, y en otitis de tipo aguda es el
microorganismo que se encuentra con mayor predominancia.
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4.2. Susceptibilidad de los microrganismos aislados por medio de antibiograma ante los antibidticos a los que fueron expuestos

Sensibilidad
S. pseudintermediusy P.spp. T 260 260 26 % 2h e T
S. pseudintermedius y S.spp TTTTTT20% T 20% [ 20% T 20% T 200% ]
P. aeruginosa y P. spp 40% A% T 20% ]
P. aeruginosa y E. coli 50% [ 28% T 2/% ]
P. mirabilis y P. aueruginosa 33% 1% 1 3B% 17% I
K. pneumoninae y S. pseudintermedius TR0 T T R80T e e
S. pseudintermedius 0 % % 1% 4%
S. Coagulasa- Negativa T 13% I 250 ] 13% [ 13% [13% T 13% [ 13% ]
S. marcescen 100% |
P. aeruginosa 47% [ 29% T 12% 1 6% [ 6%
P. vulgaris 24% | 12% 129 6% |
P. mirabilis 32% [ 10% [ 19% [ 13% T 13%  [3%[3%I3% 3%
K. pneumoninae TTTTI7% Y 3% e Y%
E. coli 29% 2% 1% T 29% ]
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
@ Penicilina o Enrofloxacina o Eritromicina 1 Oxitetraciclina
@ Azitromicina @ Trimetoprim-sulfa @ Gentamicina @ Ceftriaxona
= Amoxicilina + Ac clavulanico & Ciprofloxacina = Cloranfenicol @ Cefalexina
I Imipenem [ Estreptomicina I Riphanpicina Ampicilina

Figura 83. Sensibilidad de los agentes ante los antibioticos expuestos Berrios y Martinez (2018).
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13 agentes resultaron tener sensibilidad ante la enrofloxacina; presentando Serratia marcescen
un 100% , Pseudomona aeruginosa mas Escherichia coli un 50%.

12 agentes presentaron sensibilidad a ceftriaxona; de los cuales resultaron con mayor
sensibilidad Proteus vulgaris y Klebsiella pneumoniae con un 33%, Escherichia coli 29%, y
Staphylococcus pseudintermeius mas Proteus spp; Pseudomona aeruginosa mas Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae mas Staphylococcus pseudintermeius con un 25%.

10 agentes resultaron sensibles a gentamicina; Pseudomona aeruginosa méas Proteus spp. con
un 40%, Pseudomona aeruginosa 29%, Pseudomona aeruginosa méas Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae méas Staphylococcus pseudintermeius 25%.

El mayor nivel de susceptibilidad bacteriana a los antibidticos se present6 con la gentamicina
(76.9%), ciprofloxacina (76.6%), norfloxacina (75.8%), enrofloxacina (62.5%) y amoxicilina
combinada con el &cido clavulanico.

Los antibioticos con mayor susceptibilidad bacteriana son los antibi6ticos de eleccion para el
tratamiento de la otitis canina. Estos resultados son similares a los de Sanchez, et al. (2014)
quienes demostraron alta susceptibilidad bacteriana a las quinolonas, aminoglucésidos,
cefalosporinas.

En la investigacion de Lozano (2010) los antibidticos probados que presentaron mayores niveles
de susceptibilidad fueron: amikacina (96.0%), gentamicina (80.2%), cefradina (80.0%),
enrofloxacina (78.6%) y tobramicina (78.1%).

Los resultados obtenidos demuestran que quinolonas, animoglucosidos y cefalosporinas de
primera generacion son los antibidticos de eleccion al momento de tratar una otitis, ya que estos
brindan mejores resultados en este tipo de afeccidn coincidiendo asi con los estudios realizados
por Lozano (2010).

En el estudio de Martin (2001) se analizaron 20 cepas: 10 Proteus mirabilis, 9 Eseheriehia coli
y 1 Klebsiella oxytoca. Se observaron diferencias en sensibilidad en funcién del género. Todas
las cepas de enterobacterias fueron sensibles a ceftazidima, cefoxitina, gentamicina y
netilmicina. Todas las cepas de Proteus mirabilis fueron sensibles ademas a amikacina,
cefotaxima, piperacilina, ticarcilina, ciprofloxacina, enrofloxacina y marbofloxacina.

Las investigaciones de Martin (2001) concuerdan con respecto al uso de aminoglucdésidos,
quinolonas y cefalosporinas en el tratamiento de otitis causadas por enterobacterias.
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Figura 84. Resistencia de los agentes ante los antibidticos expuestos Berrios y Martinez (2018).
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14 agentes a los cuales se les expusieron cefalexina presentaron resistencia a esta, con mayor
predominancia estan; Klebsiella pneumoniae més Staphylococcus pseudintermedius con 33%,
Staphylococcus pseudintermedius méas Proteus spp y Staphylococcus pseudintermedius mas
Streptococcus spp. 25% y Escherichia coli 20%.

12 agentes presentaron resistencia al ser expuestos a trimetoprim-sulfa, entre estos los méas
frecuentes fueron; Staphylococcus pseudintermedius mas Proteus spp. y Staphylococcus
pseudintermedius mas Streptococcus spp. 25% y Staphylococcus coagulasa negativo 22%.

12 agentes presentaron de igual forma resistencia de igual forma a oxitetraciclina entre los mas
relevantes tenemos; Klebsiella pneumoniae mas Staphylococcus pseudintermedius con 33%,
Staphylococcus pseudintermedius con 21%, Klebsiella pneumoniae y Proteus mirabilis con
18%

11 agentes presentaron resistencia hacia amoxicilina + acido clavulanico, los principales son;
Klebsiella pneumoniae mas Staphylococcus pseudintermedius 33%, Escherichia coli 20%,
Proteus vulgaris 19%.

Abusleme (2009) obtuvo que de 39 cepas de S. intermedius aisladas, 61,5% mostraron
resistencia al menos a un antimicrobiano, siendo la amoxicilina el menos efectivo (53,9%
resistencia).

En los estudios de Mufioz (2012) de las cepas SCP, 58,5% fueron resistentes al menos a un
antibidtico y el 30,2% fueron multiresistentes a tres 0 méas antibidticos, no encontrandose
ninguna cepa resistente a todos los farmacos en estudio. El antimicrobiano menos efectivo en
este estudio fue la amoxicilina, encontrandose resistencia en el 47,2% de las cepas.

Abusleme (2009) y Mufioz (2012) coinciden en que las cepas de SCP pueden llegar a presentar
resistencia a mas de un antibidtico con mayor facilidad.

En los estudios de Sanchez, et al. (2014) las penicilinas, sulfas, tetraciclinas, lincosamidas y
macrolidos fueron los antimicrobianos de menor efectividad.
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4.3. Mecanismos de resistencia mediante la observacion de los cambios en antibiograma.

Mecanismos de resistencia

11%(1)
33%(3)

\ 56%(5)

BLEE HETERO RESISTENCIA AMPC

Figura 84. Mecanismos de resistencia en los cambios de antibiograma Berrios y Martinez (2018).

De las 50 muestras positiva en total, 9 muestras presentaron distintos tipos de resistencia; 56%(5
muestras) presentaron heteroresistencia, 33% (3 muestras) resistencia AmpC y 11%(1 muestra)
Resistencia BLEE.

Vigo (2015) destaca el hallazgo de aislamientos de S. pseudintermedius heteroresistentes como
una eventual problematica a considerar en el diagndstico veterinario de laboratorio, el
tratamiento de las infecciones caninas y el ambito de la salud publica. Estando de acuerdo con
el hallazgo de Vigo (2015) S. pseudintermedius desarrolla con facilidad resistencia poblacional
presentando un reto terapéutico en la préctica veterinaria.

Moreno (2018) report6 que 17 de 26 muestras (65,4%) fueron positivas para enterobacterias
productoras de BLEE, ademas se reporta que los animales de los aislados positivos fueron
tratados previamente con antibiéticos. Analizando el estudio de Moreno (2018) las
enterobacterias productoras de BLEE estan asociadas a casos en los que se ha practicado un
tratamiento antimicrobiano el cual no hizo efecto y permiti6 que las bacterias desarrollaran este
mecanismo de resistencia.

Los estudios de Strateva & Yordanov, (2009) indican que la beta-lactamasa AmpC (o
cefalosporinasa) permite que Pseudomona aeruginosa sea resistente a ampicilina, amoxicilina,
amoxicilina-acido clavulanico, cefalosporinas de 1%y 22 generacién e incluso, a cefotaxima y
ceftriaxona. Ademas, esta bacteria puede adquirir resistencia a cefalosporinas de 3% generacion
cuando existe una hiperproduccion inducida de dicha enzima. De acuerdo con lo expuesto por
Strateva & Yordanov se puede dar una falla al momento de instaurar una terapia antimicrobiana
si la bacteria se expone a un antibiético inductor de la enzima AmpC.
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V. CONCLUSIONES

Las principales especies de bacterias que se aislaron durante el periodo del estudio fueron:
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus pseudintermedius vy
Pseudomona aeruginosa + proteus spp. Las cuales se encuentran asociadas a otitis de forma
secundaria y como factores perpetuantes de este tipo de patologia.

De los farmacos a los que fueron expuestos las bacterias, se encontré que estas presentaron
mayor sensibilidad a enrofloxacina, ceftriaxona y gentamicina; Por lo tanto son los antibioticos
de eleccion al momento de tratar una otitis, ya que son los que brindan mejores resultados en
este tipo de afeccion, los que mayor resistencia presentaron fueron oxitetraciclina, cefalexina,
amoxicilina-&cido clavulénico, trimetoprim-sulfa, ampicilina y cloranfenicol.

Los mecanismos de resistencias que presentaron las bacterias aisladas durante el estudio fueron:
heteroresistencia, las cuales permiten el desarrollo de resistencia poblacional presentando un
reto terapéutico en la practica veterinaria. Cefalosporinas mediadas cromosdémicamente, dando
una falla al momento de instaurar una terapia antimicrobiana al exponer un antibiotico inductor
de la enzima cefalosporinasas (AmpC); y betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
asociadas a casos en los que se ha practicado un tratamiento antimicrobiano el cual no hizo
efecto y permitio que las bacterias desarrollaran este mecanismo de resistencia.
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VI. RECOMENDACIONES

A los duefios de caninos, realizar una higiene periodica de los pabellones auriculares y el
conducto auditivo. De ser necesario recortar el exceso de pelaje que pueda acumularse en la
zona. Evitar durante el bafio el ingreso de jabon, champu, agua o cualquier otro tipo de sustancia
que pueda predisponer a la aparicion de otitis de origen bacteriano, a su vez procurar la limpieza
del &rea circundante de la mascota.

Es de vital importancia realizar chequeos rutinarios en aquellas mascotas que tengan
antecedentes de otitis, preferiblemente que sean evaluados por un médico veterinario para evitar
la automedicacion de las misma

A los Médicos Veterinarios, hacer uso de exdmenes complementarios como los cultivos 6ticos,
para llegar a un diagndstico acertado y evitar el desarrollo de resistencias debido al abuso de
antibiéticos como terapia antimicrobiana.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1. Antibi6ticos utilizados

Antibidticos utilizados

Oxitetraciclina (TE)

Enrofloxacina (ENR)

Cefalexina(CL)

Penicilina (P)

Amoxicilina + Acido clavulanico(AMC)

Eritromicina (EM)

Trimetoprim-sulfa(TMP)

Azitromicina (AZM)

Ampicilina(AMP)

Estreptomicina (S)

Cloranfenicol(C)

Imipenem (IMP)

Ceftriaxona(CRO)

Ciprofloxacina (CIP)

Gentamicina(GM)

Riphanpicina (R)
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Anexo 2. Formato de hoja de registro y resultado

Fecha

Nombre

Edad

Sexo

Raza

Bacteria Asilada

Sensibilidad

Resistencia
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Anexo 6. Lista de halos de inhibicion CLSI

EMILIA TELLEZ 5470
TELEFONO: 56-2-27690402

HALOS DE INI

SANTIAGO -
EMail

IBICION CLSI: ENERO 2016 M100S 26th ed.

ILE

emarinsdaf@gmail.com

VALIDO: HASTA

=DA
s

MARZO DEL 2017

ANTIMICROBIANO GEN | SIGLA | POTENCIA | RESISTENTE SUSCEPTIBLE

AMIKACINA AK 30 mcg |fl4mm *17 mm

AMPICILINA AM 10 mcg [ £13 mm (28)* (18)H (16)E (23)Sb 317mm (29)* (22)H (1T)E (24)Sb

AMP-SULBACTAM SAM [ 10/10 meg | £11 mm (19)H 315 mm (20)H

AMOXICILINA AX 25 mcg |£13mm *17 mm

AMOX- AC.CLAVULANICO AMC | 2010 meg [ £13 mm (19)* (19)H 318 mm (20)* (200 H

AMOX-SULBACTAM SO 10/10 meg__| £13 mm (19)* (19)H 218 mm (20)* (200 H

ACIDO NALIDIXICO W 30 mcg | £13 mm (25)Nm 319 mm (26)Nm

ACIDO OXOLINICO [§) 2 meg |£10mm 311 mm

ACIDO PIPEMIDICO Pl 20 meg | £13mm 319 mm

AZITROMICINA AZT |15 mcg | £13mm (1)H (19)Nm 318 mm (12)St.H (20)Nm

AZTREONAM AZ 30 meg [£15mm (17) Eb 25)H 322 mm (21)Eb (26)H

CEFADROXILO (1) [CPH_[30 meg [£14 mm 318 mm

CEFACLOR (2) |FAC [30 meg [£14mm(16)H 318 mm ((20)H

CEFALEXINA (1) [cN 30 meg |fi4mm 318 mm

CEFALOTINA (1) [cF 30 mcg |£l14mm #18 mm

CEFAZOLINA () |CEZ [30 meg |£19 mm (14)Inf.UrinariasNo complicadas *23 mm (18)*(16)Inf.UrinariasNo complicadas

CEFAMANDOL (2) [CMA |30 meg [£14mm 318 mm

CEFEPIME _* 4 [CPM |30 meg | £18 mm SDD (30)N (25)H (21)Sv(23)Sb(14) Ac | *25 mmSDD _(31)N (26)H (24)Sv,Sh (14)P (18)Ac

CEFIXIMA 3) |CFM [5  meg | £15mm Q0)H (30)N 219 mm 2O)H BDN

CEFOPER-SULBACTAM (3) [SFP [30/75meg [ £15 mm 321 mm

CEFOTAXIMA (3) |CTX |30 mecg |£14mm (22)Eb (25)Sv.H (30)N (23)Sb *23mm(26)Eb,H (31)N (24)Sb (28)Sv (34)Nm
(33)Nm

CEFOXITINA (2) |CXA |30 meg | £14 mm (21)* AL (23)N (24)** >18 mm (22)* AL (28)N (25)**

CEFPROZIL 2) [CPR |30 meg [E£14mm 18 mm

CEFRADINA 1) [co 30 meg |fl14mm >18 mm

CEFTAZIDIMA (3) |CAZ |30 meg | €14 mm (17)Eb(25)H (30)N (17)B >18 mm (21)Eb.B (26)H (31)N

CEFTRIAXONA 3) [cTR [30 meg [“13mm 321 mm (23)Eb (26)H(27)Sv(24)Sb(35)N(34)Nm
(19)Eb(25)H(24)Sv(23)Sh(34)N(33)Nm

CEFUROXIMA iv (2) |CXM |30 meg | £14 mm (16H 25N 18 mm (20)H (3N

CIPROFLOXACINO CIp 5 meg | £15 mm (20)H (27)N (32)Nm (20)St.spp 21 mm (21)H (41)N 21)E (35)Nm (31)St.spp

CLARITROMICINA CLR _[15 meg [ €13 mm (10)H (16)$.5v.Sb 18 mm (13)H (21)S.Sv.Sb

CLINDAMICINA Da 2  meg | £14mm (15)SS.Sv.Sb 321 mm (19)S.8.8v.Sb

CLORANFENICOL C 30 meg | €12 mm (25)H (20)$ (17)Sv,Sb (19)Nm 18 mm (29)H (21)S,Sv,Sb (26)Nm

CLOXACILINA cX 1 meg |°10mm 213 mm

COLISTIN CL 10 mcg |£10mm *11 mm

DICLOXACILINA DX 1 meg [£10mm 13 mm

DOXICICLINA DXS [30 meg |£10 mm (9)Ac (I2)*E (24)8 >14 mm (13)Ac (16)*.E (28)S

ENOXACINO E 10 meg | £14 mm 3DN 18 mm (36)N

ERITROMICINA EM 15 mcg | £13 mm (15)8.5v.Sh 323 mm (21)S.5v.Sh

ERTAPENEM ETP 10 meg | £15 mm (18)Eb (18)H 19 mm (22)Eb (19)H

ESTREPTOMICINA S 10 mecg [£11 mm 215 mm

ESTREPTOMICINA 300 SE 300 meg | £6 mmE 210 mmE

FLUCLOXACILINA FX 1 meg | £10 mm 213 mm

FOSFOMICINA FO 200 meg | €12 mm 316 mm

FURAZOLIDONA FZ 100 meg |£14mm 17 mm

GENTAMICINA GE 10 meg [£12mm 15 mm

GENTAMICINA 120 G 120 meg |¥6 mmE 10 mmE

IMIPENEM * IPM 10 meg | £13 mm (19)Eb (15)H.P (18)Ac 16 mm (23)Eb (16)H (19)P (22)Ac

KANAMICINA K 30 mcg |£13mm *18 mm

LEVOFLOXACINO LVX [5 meg [£13mm (16)H (15)* 17 mm(19)*

LINCOMICINA L 2 meg |f16mm 321 mm

LINEZOLID LZD [30 mcg |“20mmE 321 mm (23)E

MEROPENEM * MRP (10 mcg [£13 mm (19)Eb(19)H (15)B 316 mm (23)Eb (20)H (20)B (30)Nm (19)P (18)Ac
(29)Nm(15)P(14)Ae

MINOCICLINA M 30 meg | £12mm (25Nm_(14)BSm*E 316 mm (26)Nm_(19)B,Sm,*,E

MOXIFLOXACINO MXF 5 meg | £20 mm (*) (17)H (14)S 324 mm (*) (18)H (18)8

NEOMICINA N 30 mcg |£12mm 317 mm

NITROFURANTOINA NIT _ [300 meg | £14 mm 317 mm

NORFLOXACINO NOR [10 mcg |£12mm 317 mm

OFLOXACINO FLX [5 meg [£12mm 24N (14)* (15H 316 mm (3N _(18)* (16)H

OXACILINA 0X 1 meg [ £19 mmsS (10)* (17)Sp 220 mmS (13)* (18)Sp

PENICILINA P 10 _UOF | £19 mm § (28)* (26)N (14)E (23)Sb 320 mmS (29)* (47N _(15)E _(24)Sb

PIPERACILINA PE 100 _meg | £17 mm (14)P 321 mm

PIPERAC/TAZOBACTAM TZ 100/10 meg | £17 mm (20)H_(14)P 321 mm H.P (18)*

POLIMIXINA B PB 300U €11 mm 312 mm

RIFAMPICINA R 5 meg [F£16mm(19)Nm 320 mm (19)$ (25)Nm

ROXITROMICINA RXT [15 meg |£13mm 323 mm

SULFATRIMETOPRIM SXT _[25 meg [£10 mm (155 (25)Nm 216 mm (19)$ (30)Nm

SULFONAMIDA SF 250 meg |12 mm *17 mm

TEICOPLANINA TEI 30 meg [F10mm 314 mm

TETRACICLINA Te 30 meg |11 mm(24)8 BGON 25H (14)*EV (18)Sv.Sb | *15 mm (28)$ 38N (29)H (19)*.E.V (23)Sv.Sb

TOBRAMICINA TB 10 meg | c12mm *15 mm

TRIMETOPRIM T™MP [5  meg [£10mm 216 mm

VANCOMICINA VA 30 meg |£16 mm (14)E 17 mm $.E.Sb

GENTAMICINA HLAR G 120 meg [f 6 mm £10 mm

ESTREPTOMICINA HLAR ST 300 meg  [€ 6mm £10 mm
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