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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion permitié evaluar la sensibilidad antifangica de
aislados clinicos de Malassezia pachydermatis aislados de perros con lesiones
dérmicas y otitis. Se analizaron muestras de raspado y secrecion Otica de 58
perros atendidos en 3 consultorios médico veterinarios de la ciudad de
Zarumilla — Tumbes, durante los meses de junio a octubre de 2023. Se
realizaron preparados en fresco, cultivos en agar Sabouraud, prueba de
sensibilidad de Kirby-Bauer y procedimientos moleculares para determinar la
identidad de las cepas levaduriformes aisladas. Se aislaron un total de 12
cepas fungicas con caracteristicas fenotipicas propias de Malassezia, las
cuales fueron positivas a M. pachydermatis mediante prueba de Nested-PCR
con primers especie-especificos. Se concluye que estas cepas mostraron
resistencia a los antifungicos voriconazol, itraconazol y miconazol; y mejor nivel
de sensibilidad a nistatina, evidenciada con la presencia de los mayores halos

de inhibicion presentes en todas las cepas aisladas.

Palabras clave: Malassezia pachydermatis, antibiograma, Kirby-Bauer, resistencia

antimicrobiana

XX



ABSTRACT

The present research work allowed evaluating the antifungal sensitivity of clinical
isolates of Malassezia pachydermatis isolated from dogs with dermal lesions and
otitis. Samples of scraping and otic secretion from 58 dogs attended in 3 veterinary
medical offices in the city of Zarumilla - Tumbes, during the months of June to
October 2023 were analyzed. Fresh preparations, cultures on Sabouraud agar,
Kirby-Bauer sensitivity test and molecular procedures were performed to determine
the identity of the isolated yeast strains. A total of 12 fungal strains with phenotypic
characteristics characteristic of Malassezia were isolated, which were positive for
M. pachydermatis by Nested-PCR with species-specific primers. It is concluded that
these strains showed resistance to the antifungals voriconazole, itraconazole and
miconazole; and a better level of sensitivity to nystatin, evidenced by the presence

of the largest inhibition halos present in all the isolated strains.

Key words: Malassezia pachydermatis, antimicrobial resistance, Kirby-Bauer,

antibiogram, antimicrobial resistance
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INTRODUCCION

Los problemas de piel son un motivo de consulta frecuente en las clinicas y
consultorios veterinarios de pequefios animales, esto debido a que existen factores
predisponentes para esta patologia. Las regiones mucocutaneas superficiales y los
conductos auditivos externos de los perros sanos suelen contener pequefias
cantidades de poblacidon microbiana que incluye Malassezia spp. y Staphylococcus
pseudintermedius. El sobrecrecimiento microbiano puede producirse si existen
problemas en el sistema inmunitario o afecciones cutaneas como pioderma
bacteriano recurrente, que dafien la barrera epidérmica y se genere una infeccion
secundaria. Otros factores detonantes incluyen problemas endocrinos como el
hipotiroidismo y enfermedades alérgicas, incluidas la dermatitis atopica caninay la
dermatitis por alergia a las pulgas. Asi mismo, M. pachydermatis comensal puede
convertirse en patdgeno debido a diversas circunstancias predisponentes, entre
ellas se incluyen los pliegues cutaneos, la humedad elevada y los cambios en el pH
cutaneo, los antecedentes de tratamiento con antibidticos y la medicacion

prolongada con corticosteroides (1, 40, 41).

Adicionalmente, M. pachydermatis es considerada una especie zodfila porque es la
que mas se ha aislado de la piel y las mucosas de mamiferos y aves. Sin embargo,
en raras ocasiones, esta especie se ha relacionado con infecciones humanas
potencialmente peligrosas en personas que presentan factores de riesgo asociados

como adultos inmunosuprimidos y recién nacidos (22).

Por otro lado, en la préctica clinica de la dermatitis y otitis canina, se ha venido
observando que en varios pacientes no se ha tenido éxito en la respuesta al
tratamiento o se han presentado infecciones recurrentes; suceso que ha llamado la
atencion sobre el problema de la disminucion de la sensibilidad a los principales
antimicéticos usados; hipotesis que ha sido documentada por varios
investigadores. Tres casos reportados recientemente en Colombia, Italia y
Eslovaquia, proporcionan evidencia solida sobre la resistencia de M. pachydermatis

a los azoles clinicamente usados en el tratamiento de la dermatitis y otitis canina.
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Los aislamientos fueron obtenidos de perros donde se sospechaba que habia una
resistencia clinica a los antimicoticos (2, 3, 4, 5).

Sobre esto, dos trabajos in vitro, uno realizado en la Universidad La Salle de
Colombia, concluye que la concentracién minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en
inglés) de 10 mg/ml de un producto comercial a base de clotrimazol son
insuficientes para inhibir el crecimiento de M. pachydermatis, debiendo
incrementarse hasta 15 mg/ml para obtener buenos resultados. En otro estudio
brasilefio se pudo verificar la susceptibilidad de aislados clinicos de M.
pachydermatis a los antifungicos alopaticos comerciales y a tres tipos de extractos
de propoleos brasilefios; obteniendo resultados satisfactorios que demuestran que
este Ultimo se puede utilizar potencialmente como un agente terapéutico

prometedor contra las infecciones de M. pachydermatis (6, 7).

A nivel de nuestro pais no hay trabajos que se han enfocado a evaluar la resistencia
antifangica de los principales azoles que son usados para el tratamiento de los
problemas de piel en los animales de compafiia. Por lo tanto, conocer el grado de
sensibilidad de M. pachydermatis a los azoles mas usados en la practica clinica
veterinaria se convierte en una herramienta importante para el médico veterinario
y/o cualquier clinico internista y asi de esta forma se pueda instaurar un tratamiento

correcto para esta levadura.

23



. ESTADO DEL ARTE

2.1. Antecedentes

Sihelskd et al. en su estudio: “Antifungal susceptibility of Malassezia
pachydermatis isolates from dogs”, con el objetivo de evaluar la susceptibilidad
antifingica in vitro de 40 aislamientos de M. pachydermatis obtenidos de perros
sanos y también de perros que padecian de otitis externa o dermatitis a los
siguientes agentes antifungicos: ketoconazol, clotrimazol, fluconazol, itraconazol y
nistatina utilizando el método de difusion de disco estandar modificado M44 - 2A.
Teniendo como resultado 14 aislamientos resistentes: 3 para ketoconazol, 5 para
clotrimazol, 3 para fluconazol, 3 para itraconazol y 1 para nistatina; este ultimo
también mostro resistencia a todos los antimicéticos probados. Después de evaluar
los resultados, se demostrd que la nistatina es el agente antifangico mas eficaz y

una resistencia mas obvia en la prueba con clotrimazol (5).

Asimismo, Kano et al. en su investigacion “High multi-azole-resistant Malassezia
pachydermatis clinical isolates from canine Malassezia dermatitis”, evaluaron
la sensibilidad de Malassezia a ravuconazol (RVZ), itraconazol (ITZ), clotrimazol
(CTZ), miconazol (MCZ) y voriconazol (VRZ) mediante la prueba modificada del
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés)
M27-A3. Reportaron una alta resistencia de cepas de Malassezia a varios
compuestos azoles. Las cepas multiazorresistentes procedian de 13 casos de
perros con dermatitis que no respondian a los tratamientos comunes de los cuales
se les realizd la sensibilidad antifingica. Por otro lado, las MIC para los 13
aislamientos variaron de 0.094 a > 32 mg/l para ITZy de 0.5 a > 32 mg/l para RVZ.
De manera similar, las MIC para cepas resistentes a ITZ o RVZ (MIC > 32 mg/l)
fueron también > 32 mg/l para CTZ,> 32 mg/l para MCZ, y de 0,25 a >32 mg/l para
VRZ. Este trabajo es el primer informe que describe que una cepa de M.
pachydermatis resistente a RVZ y los demas azoles, teniendo mutaciones en el gen
ERG11 (9).

Angileri et al. publicaron el estudio “Azole resistance of Malassezia

pachydermatis causing treatment failure in a dog”, cuyo objetivo fue determinar
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la susceptibilidad a miconazol, clotrimazol y terinafina, y describen a un paciente
canino con problemas de dermatitis generalizada y otitis externa, que fue tratado
con itraconazol VO; champu de clorhexidina al 2% y miconazol al 2%; gotas de
miconazol, prednisona y polimixina B. Este protocolo dio buenos resultados, pero
cuando se intentd suspender la terapia reaparecieron los problemas
dermatolégicos manteniendo asi el protocolo a largo plazo (2.5 afios). Después de
este tiempo sin mejora alguna se empiezan hacer estudios nuevamente. En la
citologia se pudo observar levaduras de Malassezia >30/campo. Se hicieron las
pruebas de sensibilidad a los azoles usados donde las MIC contra las cepas de
Malassezia aisladas del perro aumentaron varias veces en comparaciéon con MIC
de las obtenidas para el control. Por lo tanto, los resultados reforzaron la suposicién

basada en la observacion clinica, es decir, el desarrollo de resistencia a los azoles

(4).

Por otra parte, Brilhante et al. realizaron una investigacién sobre “Malassezia
pachydermatis from animals: planktonic and biofilm antifungal susceptibility
and its virulence arsenal”. El objetivo de este estudio fue determinar la
susceptibilidad antifiingica y evaluar la virulencia y patogenicidad de 25 cepas de
M. pachydermatis; 22 aislados de perros, 2 aislados de gatos y 1 de zorro. Para
evaluar la susceptibilidad a ketoconazol, fluconazol, itraconazol, el voriconazol, la
terbinafina y la anfotericina B; se realizé mediante un ensayo de microdilucién en
caldo. En cuanto a la susceptibilidad plancténica, las concentraciones minimas
inhibitorias (MIC) variaron de <0.03 a >64 ug/ml para derivados de azol, 1 a >16
pMg/mL para anfotericina B y de 0.03 a 0.25 para terbinafina; observandose que
ketoconazol, itraconazol y voriconazol fueron los derivados de azol con los valores
de MIC mas bajos. Ademas, la terbinafina también presenté muy baja MIC contra
todos los aislados de hongos probados. Sin embargo, es importante sefialar que la
distribucion de terbinafina en tejidos de perro no es satisfactoria, Io que puede

limitar su eficacia y recomendacion en practica clinica (10).

Leong et al. en su estudio “Antifungal susceptibility testing of Malassezia spp.
with an optimized colorimetric broth microdilution method” realizan un ensayo
con la finalidad de potenciar el método de microdilucion en caldo CLSI (Clinical and

Laboratory Standards Institute) o EUCAST (European Committee on Antimirobial
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Susceptibility Testing) adicionando lipidos y esculina con la finalidad de que este
caldo permita el crecimiento de todas las especies de Malassezia y que se puedan
leer con el indicador colorimétrico resazurina mediante lecturas visuales y de
fluorescencia. Al mismo tiempo probaron la susceptibilidad de 52 cepas de 13
especies de Malassezia a 11 antifungicos de uso comun. Los valores de MIC
determinados por lecturas visuales coincidieron con los valores de MIC
determinado por lecturas de fluorescencia. Los MIC mas bajos se encontraron para
los azoles: itraconazol, posaconazol y voriconazol. Todas las Malassezia spp.
fueron resistentes a las equinocandinas y griseofulvina; algunas Malassezia spp.
también mostraron un MIC alto para ketoconazol, que es el antimicético topico mas
recomendado para tratar infecciones cutaneas por Malassezia. En resumen, este
ensayo permitio realizar pruebas de susceptibilidad rapidas y fiables de Malassezia

sSpp. con un gran niumero de compuestos antifingicos (11).

Bumroongthai et al. en su investigacion intitulada “Biofilm production and
antifungal susceptibility of co-cultured Malassezia pachydermatis and
Candida parapsilosis isolated from canine seborrheic dermatitis”, tuvieron
como finalidad caracterizar y comparar las biopeliculas producidas por cultivos
simples y duales de M. pachydermatis y C. parapsilosis utilizando un ensayo de
violeta cristal y microscopia electronica de barrido. Asi también se analiz6 si la
produccion de biopeliculas puede tener un efecto directo sobre la susceptibilidad
antifangica in vitro para itraconazol y ketoconazol. Estos investigadores
demostraron que, independientemente de la cepa de levadura o el origen, todos los
cultivos simples y duales producian biopeliculas en 24 horas, y la mayor cantidad
estuvo presente después de 72 horas; asi mismo, todas las formas sésiles de cada
especie y los cultivos duales fueron resistentes a los antifingicos itraconazol y
ketoconazol probados, mientras que las formas planctonicas eran susceptibles. El
estudio sugiere que los cultivos duales producen biopeliculas mas fuertes que
probablemente mejoren la persistencia de las lesiones cutaneas en perros y resultar

en una mayor resistencia al tratamiento antifungico (12).

Latta et al. realizaron un estudio titulado “The role of drug efflux pumps in
Malassezia pachydermatis and Malassezia furfur defence against azoles”, con

el fin de evaluar el efecto de los moduladores de la bomba de eflujo (haloperidol —
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HAL, prometazina — PTZ y ciclosporina A — CYS) sobre la concentracion minima
inhibitoria (MIC) de fluconazol (FLZ) y voriconazol (VOR) en Malassezia furfur y
Malassezia pachydermatis. Se usaron 21 cepas de M. furfur colectadas de
humanos y 14 cepas de M. pachydermatis recolectadas de la piel de perros con
dermatitis; todas las cepas fueron recolectadas de estudios previos e identificadas
mediante métodos estandar y secuenciando el espaciador transcrito interno (ITS)
del ADN ribosémico nuclear. Se evalué mediante un analisis de tablero de ajedrez
de microdilucion en caldo y esos datos se analizaron utilizando el método del indice
de concentracion inhibitoria fraccional (FICI). Las MIC de FLZ y VOR de Malassezia
spp. estuvo disminuido en la presencia de concentraciones subinhibitorias de HAL
y/lo PTZ. Estos resultados sugieren que las bombas de eflujo de farmacos estan
involucradas como mecanismos de defensa a los farmacos azoles en la levadura
Malassezia; sinergismo que podria estar relacionado con un aumento de expresion
de los genes de la bomba de eflujo, lo que eventualmente resulta en fenémenos de

resistencia a los azélicos (13).

Cafarchia et al. en su estudio “Azole susceptibility of Malassezia pachydermatis
and Malassezia furfur and tentative epidemiological cut-off values”, plantean
como objetivo determinar la distribucion de la concentracibn minima inhibitoria
(MIC) y los valores de corte epidemiolégicos (VCE) de aislamientos de Malassezia
pachydermatis y Malassezia furfur para fluconazol (FLZ), itraconazol (ITZ),
posaconazol (POS) y voriconazol (VOR). Estos investigadores utilizaron un total de
62 cepas de M. pachydermatis que procedian de perros con dermatitis y 78 cepas
de M. furfur aisladas de humanos con infecciones sistémicas (BSI). EI ITZ y POS
mostré MIC mas bajos que el VOR y FLZ, independientemente de la especie de
Malassezia; segun las VCE, alrededor del 94% de las cepas de Malassezia podrian
clasificarse dentro de la poblacién susceptible para todos los azoles, excepto FLZ.
La resistencia cruzada de los azoles se detectd en asociacion con FLZ en M.
pachydermatis, pero no en M. furfur. El estudio propone, por primera vez los VCE
tentativos de los azoles para M. pachydermatis y M. furfur para monitorear la
aparicion de aislamientos con susceptibilidad disminuida; recomendando
finalmente que para el tratamiento de cada especie de Malassezia, primero se debe

determinar el perfil de susceptibilidad a los azoles (14).
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Chiavassa et al. realizaron el trabajo de investigacion titulado “In vitro antifungal
susceptibility of Malassezia pachydermatis strains isolated from dogs with
chronic and acute otitis externa”. El objetivo fue evaluar la posible aparicion de
mecanismos de resistencia en aislamientos involucrados con episodios crénicos
con mala respuesta al tratamiento. Se evalud la susceptibilidad in vitro al miconazol
(MCZ2) y clotrimazol (CTZ) de 42 aislados de M. pachydermatis; n = 25 (grupo A)
fueron obtenidos de perros con otitis cronica y n = 17 de perros con otitis aguda
(grupo B), utilizando un método de microdilucién CLSI M27-A3. Todos los aislados
fueron inhibidos por los agentes antifiUngicos empleados, pero los aislamientos de
Malassezia del grupo A fueron significativamente asociados con valores de
concentracion minima inhibitoria mas altos para ambos agentes; mostrando una
reducida susceptibilidad in vitro a los agentes antifingicos probados. Sin embargo,
es poco probable que esto pueda tener alguna influencia en el resultado de un
tratamiento tépico. En conclusion, este estudio sugiere que es poco probable que
los aislamientos de M. pachydermatis implicados en casos crénicos de otitis externa
canina y la exposicion a tratamientos antimicoticos repetidos, desarrollen

mecanismos de resistencia de relevancia clinica (15).

Borges et al. realizaron en Brasil el estudio “Susceptibility variation of
Malassezia pachydermatis to antifungal agents according to isolate source”,
donde compararon la susceptibilidad de aislados de M. pachydermatis de animales
(perros y gatos) enfermos (G1) y sanos (G2) a los antifiingicos azoles (ketoconazol,
fluconazol, itraconazol, voriconazol, clotrimazol y miconazol) y poliénicos
(anfotericina B y nistatina) utilizando el protocolo M27-A3. El grupo 1 (G1) estaba
compuesto por 40 aislamientos recuperados de los conductos auditivos de
animales con otitis externa; el grupo 2 (G2) estaba compuesto por 40 aislamientos
recuperados de los canales auditivos de animales sanos. Los aislamientos de
animales G1 fueron menos sensibles a anfotericina B, nistatina, fluconazol,
clotrimazol y miconazol; este hallazgo puede explicar el fracaso de algunos
tratamientos de malasseziosis y enfatiza la importancia de evaluar la susceptibilidad

de este hongo patdégeno (16).
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2.2. Bases tedrico-cientificas

2.2.1. Generalidades

Desde la designacion del género Malassezia por Baillon en 1889, la taxonomia se
ha actualizado y actualmente el género comprende 18 especies dependientes de
lipidos con diferentes genotipos mostrando patologia variable y distribucion en
diferentes hospedadores. Estas levaduras lipofilicas han evolucionado como
comensales de la piel y patdgenos cutaneos oportunistas en una variedad de

mamiferos y aves (17).

La transiciobn de comensal a patdgeno es frecuente en perros en particular y en
menor medida en gatos, de modo que los casos de otitis externa y dermatitis por
Malassezia se presenta comunmente a los veterinarios en la practica de animales
pequefios. Estos casos rara vez son faciles de manejar, porque la enfermedad
clinica a menudo refleja la proliferacion de levaduras debido a una alteracion en el
equilibrio homeostatico normal de la inmunidad del huésped, por un lado y la

virulencia de la levadura, por el otro (18).

De acuerdo a esta revision, el género Malassezia se clasifica en:
Reino: Fungi
Phyllum: Basidiomycota
Clase: Ustilaginomycetes
Orden: Malasseziales
Familia: Malasseziaceae
Género: Malassezia

2.2.2. Malassezia pachydermatis. ¢Levadura lipofilica no dependiente?

Las especies de Malassezia dependen de los lipidos debido a una incapacidad para
sintetizar acidos grasos de cadena larga (C14 o C16) de novo, hay algunas
diferencias en dependencia de los lipidos entre las especies y esta variabilidad ha
sido utilizado para el desarrollo de pruebas especificas para su identificacion.
Histéricamente, M. pachydermatis fue considerado como “lipofilico, pero no
dependiente de lipidos" porque era el Unico miembro del género que crece con el

medio de cultivo Sabouraud Glucose Agar — SGA (19).
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Recientemente, la secuenciacion del genoma ha confirmado que M. pachydermatis
carece de un gen sintasa de 4cidos grasos como los otros miembros del género,
pero es excepcionalmente capaz de utilizar fracciones de lipidos para su
crecimiento dentro de la peptona que es componente del SGA. Estas
observaciones explican su fracaso para crecer en medios definidos sin lipidos v,
por lo tanto, M. pachydermatis ahora también deberia ser considerado como

“dependiente de lipidos” (20).

2.2.3. Factores predisponentes para las dermatitis en perros y gatos

Precisamente, la forma por el cual un organismo comensal se vuelve patégeno no
esta definido; el equilibrio entre las defensas del huésped debe inclinarse hacia el
microorganismo. Malassezia puede tener un papel patogénico significativo cuando
una combinacién de factores virulentos y microclimas permiten a las levaduras
“derrotar” las defensas fisicas, quimicas e inmunoldgicas que normalmente limitan

su colonizacién y proliferacion (21).

Es bien reconocido que la dermatitis por Malassezia en perros y gatos es mas
frecuente asociado con enfermedades concurrentes que probablemente estén
asociadas con la funciéon inmune de la piel alterada y/o cambios en la sustancia
quimica y condiciones microclimaticas (en especial climas tropicales) en la
superficie de la piel. Por tanto, en perros, los trastornos de hipersensibilidad
(especialmente caninos) dermatitis atépica, defectos de cornificacién vy
endocrinopatias son frecuentemente reconocidos como factores subyacentes que

deben ser corregidos como parte del programa terapéutico (22).

La dermatitis por M. pachydermatis puede darse en cualquier raza, aunque algunas
razas estan predispuestas. La naturaleza de esta predileccién no esta clara del
todo, puede incluir caracteristicas anatomicas, factores especificos del huésped y
predisposicion a enfermedades con implicacion secundaria de Malassezia. Dentro
de estas razas que estan predispuestas a la dermatitis por Malassezia son: west
highland white terriers, setters ingleses, cocker spaniels, boxers, perros salchicha,
caniches, australiano silky terrier y pastor aleman. No parece que haya predilecciéon

de sexo o edad (21).
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2.2.4. Manifestaciones clinicas de Malassezia pachydermatis

La piel afectada suele ser eritematosa, a menudo con grasa material marrén-negro
gue cubre la parte inferior de los pelos; zonas intertriginosas estan frecuentemente
involucradas. El prurito, aunque varia de minimo a severo, es normalmente una
caracteristica dominante, a menudo favoreciendo zonas intertriginosas; también es
comun la hiperpigmentacion, liquenificacion, mal olor, alopecia traumatica y otitis
externa concurrentes. En la otitis externa, la secrecion del canal auditivo es
comunmente ceruminoso y rara vez purulento, y la inflamacion cominmente se

extiende sobre el pabellon auricular (18).

Algunos casos presentes con paroniquia con eritema en las garras e hinchazén,
exudado ceroso o marrén con costra, con coloraciones de las garras de marrén
rojizo y prurito facial frenético con eritema variable de la piel del menton/perioral,
que a veces puede ser interpretado erroneamente como un problema neuroldgico
(23).

Los signos clinicos pueden ser focales o generalizados, difusos o bien delimitados.
Los lugares mas afectados incluyen las orejas, labios, morro, patas, cuello ventral,
axila, cuerpo ventral, parte medial de las extremidades, piel perianal y cola. Los
perros afectados frecuentemente tienen un olor rancio, a humedad; menos
frecuentemente los perros presentan forunculosis interdigital recurrente o “quistes”.
Una condicién subyacente y/o un pioderma estafilocdcico presentes en muchos

casos frecuentemente empeoran el cuadro clinico (21).

2.2.5. Enfoque diagnostico en la clinica veterinaria
El diagndéstico de dermatitis por Malassezia se basa en los signos clinicos, la
presencia de un elevado numero de levaduras en la piel lesionada y una respuesta

clinica y micoldgica al tratamiento antifangico (21, 24, 25).

2.2.6. Citologia
Realizar una citologia es rapido, barato y no invasivo. En la piel accesible es posible
realizar una impronta directa en un portaobjetos; es util cuando la piel estd muy

hameda y cérea. Para tomar una muestra del exudado céreo del conducto auditivo,

31



pliegue ungueal, pliegues corporales y de la pata puede emplearse la parte roma
de una hoja de bisturi o un hisopo estéril.

La cinta adhesiva es efectiva, a menos que la piel este muy humeda o sea
inaccesible. Este método ha ganado una amplia aceptacion en la préactica clinica
veterinaria como un método rapido y versétil para recuperar células del estrato
corneo y sus microbios adherentes concomitantes. Sin olvidar que la practica y la

habilidad, mas que la técnica empleada, son lo mas importante (21).

Un ligero examen microscopico (objetivos 40 o 100X) de tiras de cinta adhesiva o
raspaduras secas, tefiidas con tincion de Wright o Giemsa modificada ("Diff-Quik"
0 equivalentes genéricos) es rapido y conveniente para evaluacion de la presencia

y numero de levaduras Malassezia (25).

Macroscopicamente, M. pachydermatis se caracteriza por formar colonias
convexas, en ocasiones con elevacion central, de color mate palido de dificil
emulsion, presentan una textura suave o quebradiza, de un tamafio promedio de 5
mm. Desde el punto de vista microscépico se observa gemacion monopolar, dando
lugar a levaduras de tamafio pequefio ovales o elipsoidales de 2.5 a 6 um. el
proceso de gemacion destaca por una amplia base (es la mas grande de todas las

especies), dejando una cicatriz prominente caracteristica de la especie (26).

No existe un numero estandar aceptado de organismos para diagnosticar una
dermatitis por Malassezia. La poblacion estimada de Malassezia en una piel sana
varia de <8 levaduras/cm? a <1 levadura en campos de alto aumento (4X). se
estima que el nUmero de Malassezia clinicamente significativo varia entre mas de
2 levaduras por campo de alto aumento a mas de 10 levaduras por campo con
objetivo de 100X (21).

2.2.7. Cultivo

Malassezia pachydermatis crecera en un medio de cultivo Sabouraud, aunque las
especies dependientes de lipidos crecerdn en un medio suplementario, como agar
Dixon modificado (27). La temperatura adecuada de incubacién es de 32 - 37°C,

con un rango medio de 31 — 35°C, durante 5 a 7 dias. S6lo M. pachydermatis es
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capaz de crecer a una temperatura maxima de 41°C. en cuanto a las caracteristicas
bioguimicas, se evalla la actividad catalasa y ureasa que suele ser positiva, aunque
se han reportado algunas cepas ureasa negativas, también han sido reportadas

cepas débilmente positivas a la catalasa (26).

2.2.8. Biopsia cutanea

Malassezia puede estar presente en la queratina que recubre las costras y foliculos
pilosos pero los organismos son eliminados frecuentemente. La histopatologia de
la dermatitis por M. pachydermatis se caracteriza por acantosis, hiperqueratosis y

un infiltrado inflamatorio superficial (21).

2.2.9. Métodos moleculares

La introduccién de los métodos moleculares permitié la descripcion de nuevas
especies de Malassezia, estudiar su variabilidad intraespecifica a nivel genético y
analizar epidemiologia, asi como desarrollar métodos viables para su deteccion
(28).

Las técnicas moleculares son fundamentales en la identificacion precisa de muchas
especies de Malassezia reconocidas actualmente. En particular, la secuenciacion
del dominio D1/D2 de la subunidad grande del gen de ARNr, ITS, IGS, CHS2 y 3-
tubulina genes permite la identificacién precisa de especies y reconocimiento de
genotipos que pueden tener relevancia para adaptacion del huésped y virulencia.
Los estudios de microbiomas que utilizan la secuenciacion de préxima generacion
tienen el potencial de redefinir la ecologia microbiana de la piel de los mamiferos.
La PCR multiplex y la MS MALDI-TOF son prometedoras para ldentificacion
especifica de especimenes de Malassezia a partir de piel y cultivo, respectivamente
(22).

Aunqgue la citologia tiene una alta especificidad, tiene una baja sensibilidad, lo que
resulta en falsos negativos y suponen un desafio para los médicos a la hora de
diagnosticar con precision la otitis por Malassezia; en vista de ello Puig et al. en el
2019 desarrollan un método de PCR cuantitativo (QPCR) para detectar y cuantificar
las levaduras M. pachydermatis y validar el método con hisopos de conductos

auditivos externos de perros. Esta técnica qPCR utiliza el gen de la B-tubulina, un

33



gen de copia unica (20). Estos autores concluyen que la técnica proporciona una
cuantificacion precisa de las levaduras M. pachydermatis a partir de muestras de
hisopos de perros. Ademas, es mas sensible que la citologia y podria usarse para
monitorear la respuesta al tratamiento; como también podria ser valioso en un
entorno de investigacion para comprender mejor la patogenia de M. pachydermatis
(20).

2.2.10. Tratamiento de Malassezia en la dermatitis canina

Para el correcto tratamiento de M. pachydermatis, en primer lugar, se debe
diagnosticar los factores predisponentes primarios que han desencadenado el
sobrecrecimiento de esta levadura. En el proceso del tratamiento debe ser
enfocado a una terapia sintoméatica para aliviar los sintomas y un tratamiento

etiolégico; ambos pueden dosificarse por via topica y/o sistémica (26).

Entre los diversos tratamientos utilizados para las dermatitis por Malassezia en
perros, hay pruebas sélidas disponibles solo para el uso de un champu con 2% de
miconazol y 2% de clorhexidina, dos veces por semana; champu de sulfuro de
selenio al 2%; soluciones de clorhexidina al 1 — 4% y enjuagues de enilconazol.
Hay evidencia moderada disponible para la dermatitis canina por Malassezia, un
champu con clorhexidina al 3%. Asi, también para el uso oral de ketoconazol a 5 -
10 mg/kg VO (via oral) una o dos veces al dia; e itraconazol oral a 5mg/kg, una vez
diariamente o dos dias consecutivos a la semana. También puede ser necesario

tratamiento antimicrobiano topico o sistémico (21, 22).

2.2.11. Susceptibilidad antifungicay resistencia de M. pachydermatis

Las pruebas de resistencia se ven obstaculizadas por la inadecuacion de los
meétodos de referencia actuales CLSI y EUCAST, falta de un protocolo optimizado
para M. pachydermatis y ausencia de puntos de corte clinicos para terapias
sistémicas o topicas. A pesar de estas criticas limitaciones, los datos actuales
sugieren que la gran mayoria de los aislados de campo de M. pachydermatis son
habitualmente susceptibles a los azoles mas importantes (miconazol, clotrimazol,
itraconazol, posaconazol y ketoconazol). Sin embargo, la evidencia de que se
puede desarrollar una susceptibilidad reducida de esta levadura a los farmacos

antimicoéticos de uso comun, tanto en condiciones de campo como de laboratorio,
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surge la necesidad de vigilancia para la aparicion de resistencia clinicamente
relevante. Esto es especialmente importante en casos de dermatitis atopica canina,
dermatitis seborreica y otitis externa cronica donde los tratamientos para aquellas

patologias son comunes (22).

La resistencia a los antifungicos se puede definir como microbiol6gica o resistencia
clinica, o como una combinaciéon de las dos. Se dice que la resistencia ocurre
cuando un agente antimicrobiano inhibe el crecimiento del patégeno solo en
concentraciones mas altas que el rango observado para las cepas de tipo salvaje
(WT) (el término WT se refiere a un aislado sin mecanismos de resistencia
adquiridos). La resistencia clinica se define por la situacion en que el organismo
infectante es inhibido por una concentracion de un agente antimicrobiano que se
asocia con una alta probabilidad de fracaso terapéutico. Dicho de otra forma, el
patégeno es inhibido por una concentracion antimicrobiana que se asocia con una

mayor probabilidad de fracaso terapéutico (29).

La especie M. pachydermatis merece una cuidadosa vigilancia en la administracion
de los productos, para asegurar la utilidad continua de esta importante clase de
medicamentos (azoles). Radicando la importancia de realizar las pruebas de
sensibilidad antifangica, antes de instaurar un tratamiento para esta levadura y
orientar las politicas de administracion de antimicrobianos para la terapéutica en la

practica clinica de pequefios animales (18).

2.2.12. Mecanismos de resistencia
La confirmacién definitiva de la posibilidad de farmacorresistencia proviene de la

descripcién de los mecanismos moleculares subyacentes (24).

En cuanto a los mecanismos de resistencia en estas especies de Malassezia a los
compuestos azoles, incluyen: cambios en la biosintesis de la via del ergosterol,
mutaciones o sobreexpresion del gen que codifica ERG11 (objetivo del farmaco
lanosterol 14a-desmetilasa) y la sobreexpresion de las bombas de salida del
farmaco (14); aunque hay informacién donde sugieren que la formacion de

biopeliculas de M. pachydermatis esta asociada con la resistencia a los azoles (30).
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2.2.13. Potencial zoonético de M. pachydermatis

El potencial zoondtico de las levaduras Malassezia se definio por primera vez en el
contexto de una unidad de cuidados intensivos neonatales, donde un grupo de los
pacientes con bajo peso al nacer que recibieron emulsiones lipidicas fueron
colonizado por M. pachydermatis; que probablemente fue introducido en las manos
de los trabajadores sanitaristas transmitidas por contacto con perros domésticos
(31).

La levadura puede persistir de paciente a paciente. También son poblaciones de
riesgo las personas mayores, los enfermos de SIDA y los pacientes en tratamiento
con quimioterapia. Son, pues, necesarias precauciones tanto el manejo de

animales sanos como en los afectados por dermatitis por M. pachydermatis (21).

2.3. Definicion de términos béasicos

2.3.1. Antimicrobiano

Este término engloba tanto las sustancias que se obtienen de forma natural o
biosintética (antibidtico), asi como los obtenidos exclusivamente en el laboratorio
(quimioterapico). Un agente antimicrobiano tiene que ser capaz de hacer tres cosas
como minimo: tener accién antimicrobiana, desarrollarla a bajas concentraciones,

y ser tolerado por el huésped. Pueden ser bactericidas o bacteriostaticos (43).

2.3.2. Antibiograma

La susceptibilidad de un microorganismo a los medicamentos antimicrobianos se
determina mediante pruebas de sensibilidad, también conocidas como
antibiogramas, que consisten en someter una concentracion estandarizada de los
medicamentos frente a los microorganismos. Pueden realizarse pruebas de
sensibilidad a bacterias, hongos o virus. Para determinados microbios, los
resultados de un medicamento pueden utilizarse para predecir los resultados de
otros medicamentos similares. Los resultados del estudio proporcionan una
estimacion preliminar del factor predictivo de la eficacia clinica (44, 45). Las
categorias clinicas que aparecen en los informes de sensibilidad se detallan a

continuacion:
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- Sensible (S): cuando un aislado microbiano es inhibido in vitro por una
concentracion de un antimicrobiano que se asocia a una alta probabilidad con el
éxito terapéutico. La categoria susceptible implica que una infeccion debida a la
cepa puede tratarse adecuadamente con la dosis de antimicrobiano recomendado
para ese tipo de infeccién y especie infectante, a menos que esté contraindicado
(44, 47).

- Sensible — dosis dependiente (S-DD): La categoria sensible-dependiente de la
dosis incluye aislados con MIC de agentes antimicrobianos que se aproximan a los
niveles sanguineos y tisulares habitualmente alcanzables y para los que las tasas
de respuesta pueden ser inferiores a las de los aislados susceptibles. La
susceptibilidad depende de que se alcance el nivel sanguineo maximo posible. Esta
categoria también incluye una zona tampén, que deberia evitar que pequefios
factores técnicos no controlados provoquen grandes discrepancias en las
interpretaciones, especialmente en el caso de farmacos con margenes de

farmacotoxicidad estrechos (44, 47).

- Intermedio (I): cuando un aislado microbiano es inhibido in vitro por una
concentracion de un antimicrobiano que se asocia a un efecto terapéutico incierto
(44).

- Resistente (R): cuando un aislado microbiano es inhibido in vitro por una
concentracion de un antimicrobiano que se asocia a una alta probabilidad con el
fracaso terapéutico. Las cepas resistentes son aquellas que no son inhibidas por
las concentraciones normalmente alcanzables del agente con dosis normales o
cuando los diametros de halos de inhibicién han estado en un rango en el que la
eficacia clinica no ha sido fiable en los estudios de tratamiento (44, 47).

2.3.3. Prueba de Kirby-Bauer

También denominado prueba de difusion en disco, se utiliza de manera adecuada
para las bacterias que crecen con rapidez. El método se basa en la inoculacion de
placas de agar con las bacterias investigadas y la posterior colocacion de discos
impregnados de antibidticos a una concentracion conocida. El didmetro de la zona

de inhibicion que rodea cada disco se mide tras la incubacion, que suele durar entre

37



16 y 18 horas. Los diferentes diametros de cada combinacién microorganismo-
antibiético indican si se trata de S, | o R. (44).
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales
3.1.1. Material bioldgico

Perros que formaron parte del estudio.

3.1.2. Material de laboratorio

Guantes de examen, mascarillas, toca para cabello, equipo de proteccién personal,
alcohol medicinal, hisopos estériles, tubos de polipropileno estériles, hoja de bisturi
N° 22 estériles, lamina portaobjetos, laminillas cubreobjetos, caja porta laminas,
cinta adhesiva, cooler pequefio, gelpack, ficha dermatoldgica, agar Sabouraud

(Oxoid™ Sabouraud Dextrose Agar) y camara fotografica.

3.1.3. Material de oficina

Papel bond, libretas, lapiceros, archivador y marcadores indelebles,

3.2. Metodologia

3.2.1. Localizacion y tiempo experimental

La investigacion fue realizada entre los meses de junio a octubre de 2023, en 3
consultorios veterinarios privados de la provincia de Zarumilla — Tumbes. Se
seleccionaron perros que acudieron a consulta por problemas de dermatitis y otitis
externa. Por otro lado, las muestras fueron analizadas en el laboratorio

Biomoléculas Lab E.I.R.L. de la ciudad de Tumbes.
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Figura 1. Ubicacion del distrito de Zarumilla (provincia de Zarumilla, departamento
de Tumbes): A. Detalle de sus alrededores (zona urbana y ciudad fronteriza de

Huaquillas — Ecuador), B. Ubicacion de centros médicos veterinarios.

3.2.2. Tipo de investigacion
Corresponde a un estudio descriptivo transversal.

3.2.3. Poblacion

Para la poblacién se tuvo en cuenta a todos los perros que llegaron a evaluacién
en los 3 consultorios veterinarios; para ello, se realiz6 una muestra piloto en las
historias clinicas de 3 meses en cada consultorio; encontrdndose un promedio de

1500 consultas en los 3 meses.

A partir de esta informacion, se sabe por estudios retrospectivos (35, 36, 37) que el
27% de todas las consultas atendidas en clinicas veterinarias, corresponden a
dermopatias canina; por lo tanto, el tamafio de la poblacion para este estudié fue

de 405 canes.

3.2.4. Muestray muestreo
Al estimar la media de una poblacién finita, el tamafio de la muestra se calculé

mediante la siguiente formula:
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_ Z*sxNxpx(1-p)
n_Zz*p*(l—p)+eZ(N—1)

Donde:

n = tamafo de la muestra

N = poblacién (405)

p = probabilidad que ocurra el evento (0.7)
z = nivel de confianza (1.96 al 95%)

e = error estimado (10%)

_ (1.96)2 %405 0.7+ (1 — 0.7)
"= 1962 %0.7%(1—0.7) + 0.12(405 — 1)

n = 67 caninos

Ajuste del tamafio de la muestra con respecto al tamafio de la poblacion:

Cuando el tamafio minimo de muestra calculado es mayor al 10% del tamafio de
la poblacion, se recomienda hacer un ajuste que permita reducir el nGmero sin

disminuir la confianza mediante la siguiente ecuacién (38):

n
n=
n—1
1+T
67
n=
67 —1
1+ 705
n =58

Por lo tanto, para realizar este estudio, se analizaran 58 perros.

Se realizé un muestreo estratificado, donde los tres consultorios veterinarios son
los estratos o grupos, se aplicé este tipo de muestreo debido a que en la poblacion
existen variaciones (consultas promedio de cada consultorio) que permiten
clasificarla en grupos (3 consultorios) con la finalidad de que exista mayor
variabilidad entre los individuos de cada consultorio y mas homogeneidad dentro
de cada consultorio. En el cuadro siguiente se indica dicho procedimiento (Cuadro
1).
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Cuadro 1. Numero de muestras correspondientes a los tres consultorios

veterinarios parte de estudio.

El 27% de las consultas son

Estrato _ Porcentaje Muestra
dermopatias (N = poblacién)
Consultorio A 162 40% 23
Consultorio B 162 40% 23
Consultorio C 81 20% 12
Total 405 100% 58

Por otro lado, fueron incluidos caninos que llegaron a consulta presentando
dermatitis y otitis externa asociados a Malassezia, no hubo distincién de raza ni
sexo. Se excluyeron aquellos pacientes que hayan estado en tratamientos previos
y otros que cumplieron con las condiciones para participar, pero sus propietarios no

aceptaron en formar parte de la investigacion.

3.2.5. Método, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.2.5.1. Informacién a los propietarios de los pacientes

Se explico el propésito del estudio al propietario del canino y se procedio a la
observacion clinica para comprobar la presencia de signos de dermatitis u otitis
externa asociado a Malassezia spp. Una vez que se evidencié la presencia de
signos, se registré la informacion de los pacientes en la ficha del examen
dermatolégico, en la cual se tuvo en cuenta lo siguiente: Datos del paciente, datos
del propietario, historia clinica, exploracién general, localizacion de lesiones,

lesiones presentes y pruebas diagndsticas del canino a estudio (anexo 1).

3.2.5.2. Recolecciéon de la muestra

Con la ayuda del propietario se sujetd al paciente en posicion decubito esternal
sobre el borde de la mesa de exploracion. Para la realizacion del estudio se
colectaron muestras de raspado de piel, la técnica consistié en arrastrar el bisturi
en sentido de crecimiento del pelo, mediante movimientos cortos y repetidos e
introducir la muestra en los tubos coénicos estériles, el mismo que se rotulé con
nombre, edad y sexo del paciente. Asi mismo, se colect6 muestras de exudados
Otico con la ayuda de un hisopo estéril, la técnica consistié en introducir el hisopo

dentro del canal auditivo lentamente, se realizaron giros lentos y la muestra se
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conservo en un tubo cénico estéril; se procediod a rotular con el nimero de paciente
a muestrear (figura 2, anexo 2). Todas las muestras fueron conservadas en cadena
de frio en un cooler con gelpack, para su transporte posterior al laboratorio
Biomoléculas Lab E.I.R.L.

3.2.5.3. Cultivo e identificacion morfoldgica

Las muestras fueron sembradas por superficie en placas de Petri que contenian
agar Sabouraud (Oxoid™ Sabouraud Dextrose Agar) con cloranfenicol al 0.05% y
fueron incubadas a 30°C durante 2 a 5 dias, 0 hasta observar crecimiento fangico.
Posterior a la siembra, se realizé a cada cepa aislada un andlisis microscopico
directo con azul de metileno. La identificacion fenotipica de las levaduras de M.
pachydermatis se realiz6 mediante la observacion macro (forma, color y tamafio de
las colonias fangicas), microscépica (forma de huella de zapato, tipo de gemacién)
de su morfologia y prueba bioquimica de catalasa con perdxido de hidrogeno (39,
40, 66).

3.2.5.4. Prueba de sensibilidad antifungica.

Las pruebas de sensibilidad se realizaron con antibiéticos voriconazol, miconazol,
itraconazol y nistatina; de acuerdo con el método de Kirby-Bauer, midiendo el halo
de inhibicion antifingico para determinar susceptibilidad o resistencia (46). Se
inocul6 una cantidad estandarizada de levadura en solucién salina (0.5 de la escala
de McFarland). Los inéculos fueron sembrados con hisopos estériles dentro de los
15 minutos de preparados utilizando agar Mueller-Hinton suplementado con 2% de
glucosa. El sembrado se realiz6 en tres direcciones asegurando una buena
distribucion del in6culo y que las zonas de inhibicion sean uniformemente
circulares. Luego de cinco minutos, con una pinza estéril se colocaran los discos
de papel filtro impregnados con concentraciones conocidas de antibidticos (OXOID,
Reino Unido). Las placas fueron incubadas por 24 a 72 h a 37°C en aerobiosis y
posteriormente se midio los halos de inhibicién de desarrollo. La interpretacion de
los resultados se realiz6 segun las normas de CLSI, y se calificaron como sensible,

intermedio o resistente (Cuadro 2) (47, 48).
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Cuadro 2. Norma interpretativa del halo de inhibiciébn (mm) para diferentes agentes

antifangicos segun la CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute.

Agente Contenido del Diametro del halo de inhibicion (mm) Referencia
antifungico disco (ug) Sensible Intermedio Resistente bibliografica
Miconazol 1 =20 12 -19 <11 49
Clotrimazol 1 =20 12 -19 <11 49
Itraconazol 10 223 14 - 22 (DD) <13 49
Nistatina 50 215 10-14 Sin halo 49
Anfotericina B 10 215 10-14 <10 49
Ketoconazol 15 228 21 -27 <20 49
Caspofungina 5 216 13-15 <12 49
Voriconazol 1 217 14 - 16 (DD) <13 48, 49
Posaconazol 5 217 14 - 16 (DD) <13 49
Fluconazol 25 219 15-18 (DD) <14 48, 49
3.2.5.5. Identificacién molecular mediante Nested-PCR con primers
especificos.

De los cultivos de levaduras obtenidos se procedié a extraer ADN siguiendo el
protocolo estandarizado por Gustincich (49). Posteriormente, para la Nested-PCR
se utilizaron los primers ITS1F (5 GGA TCA TTA GTG ATT GCC TTT ATA 3) e
ITS4-R (5' TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3') para la primera reaccion y primers
M.pa-F (5' CTG CCA TAC GGATGC GCAAG 3)y5.85-R(5'TTCGCTGCG TTC
TTC ATC GA 3') para la segunda reaccion (50). Se utilizé6 20 uL de volumen de
reaccion con master mix 2X GeneOn GmbH (0.1U/ul Taq DNA Polimerasa, 0.4 mM
dATP, 0.4 mM dGTP, 0.4 mM dCTP, 0.4 mM dTTP, 4 mM MgSOa4, 20 mM KCI, 16
MM (NH4)2S04, 20 mM Tris-HCI, pH8.8), 10 pmol de cada primer y 1 ul de ADN
extraido. La PCR se realiz6 en un termociclador (modelo TurboCycler 2, Blue-Ray
Biotech, Taiwan) con una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 min, seguida
de 30 ciclos de 30 s a 94°C (desnaturalizacion), 1 min a 57°C (hibridacion) y 50 s a
72°C (polimerizacion) y una extension final a 72°C durante 10 min. En el paso de
Nested-PCR, se afadié 1 ul del primer producto de amplificacion a una nueva
mezcla de reaccidon con la misma composicion que la primera. El procedimiento de
PCR consisti6 en una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 3 min, seguida de 30

ciclos de 30 s a 94°C, 1 min a 62°C y 40 s a 72°C y una extension final a 72 °C
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durante 10 min. Los productos de amplificacion de la PCR fueron analizados en gel
de agarosa al 1,5% con buffer de migracion TAE 1X (Tris- Acetato — EDTA pH 8.3),
coloreados con fluorescent dye (1 uL/ 5 uL de producto de PCR) y visualizados

empleando un transiluminador de luz azul (Anexo 3).

3.2.5.6. Identificacién molecular con primers universales ITS.

Las cepas de levaduras aisladas, fueron analizadas molecularmente mediante
amplificacion del gen ITS (Internal Transcribed Spacer). La regiéon del gen ITS fue
amplificada con los cebadores universales para hongos, ITS1F (5 CTT GGT CAT
TTA GAG GAA GTA A 3) yITS4 (5' TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3') para
obtener productos de aproximadamente de 450 a 800 pares de bases (pb) (51, 52).
Las reacciones de PCR se realizaron en 20 uL de volumen de reaccidon con master
mix 2X GeneOn GmbH (0.1U/ul Taq DNA Polimerasa, 0.4 mM dATP, 0.4 mM dGTP,
0.4 mM dCTP, 0.4 mM dTTP, 4 mM MgSOa4, 20 mM KClI, 16 mM (NH4)2S04, 20 mM
Tris-HCI, pH8.8) y las condiciones de temperatura del termociclador fueron 95°C
por 5 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 30 s, 52°C por 30 sy 72°C por 1 min,
finalizando con 72°C por 8 min. Los productos de amplificacién de la PCR fueron
analizados en gel de agarosa al 1,5% con buffer de migracién TAE 1X (Tris- Acetato
— EDTA pH 8.3), coloreados con fluorescent dye (1 uL/ 5 uL de producto de PCR)
y visualizados empleando un transiluminador de luz azul. Para la secuenciacion de
ambas cadenas de los productos de amplificacion, 10 uL de cada una fueron
empacadas y enviadas a la empresa Macrogen de Chile. Se utilizaron los
programas bioinformaticos MEGA-X (54) para obtener las secuencias consenso y
generar los arboles filogenéticos. Y para identificar las especies bacterianas se
utilizaron los programas Nucleotide Blast (Basic Local Alignment Search Tool) (54)
(Anexo 4).
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion fenotipica de Malassezia Pachydermatis en los perros con
signos clinicos de dermatitis y otitis externa que acuden a consulta en 3

consultorios veterinarios.

Tabla 1. Informacion del registro de 12 aislados de Malassezia pachydermatis
obtenidos de los canales auditivos de perros en Zarumilla — Tumbes, durante los

meses de junio a octubre de 2023.

Cdelcopa RSB0 Ll macion ECOPAESIS Demails WS Toamions’  raqsna  senaibiidad
MJTO1 Mestizo Macho 5 Casera No No Si CLORH,CTRIM  VOR, TTT, NS mMcz
MJTO2  Chihuahua Macho 3 Mixta si si Si CLORH,MCZ VOR TR MCZ
MJTO3 Mestizo  Hembra 2 Mixta No No Si CLORH, CTRIM VOR, KIFSF MCZ,
MJTO4 Poodle Macho 5 Mixta No No Si CLORH, ENR VOR, TTT, NS MCz
MJTO5 Shar Pei Macho 5 Mixta Si Si Si CLORH, CTRIM VOR, Eg MCz,
MJTO6 Mestizo Macho 1 Mixta No Si Si CLORH, MCZ TTT,NS VOR, MCZ
MJTO7 Mestizo Macho 5 Casera Si Si Si CLORH, MCZ TTT VOR, MCZ, NS
MJTO8 Poodle Hembra 2 Mixta No Si Si KETOC, CIP VOR, TTT, MCZ NS
MJTO9 Mestizo Macho 4 Casera No Si Si CLORH,CTRIM  VOR, TTT, MCZ NS
MJT10 Shar Pei Macho 8 Mixta No Si Si No VOR, TTT, MCZ NS
MJT11 Mestizo Hembra 5 Casera No No Si CTRIM, ENR VOR, TTT, MCZ NS
MJT12 Mestizo Hembra 3 Casera No Si Si CLORH, CTRIM MCz VOR, TTT, NS

Fuente: elaboracion propia.

@ CLORH, clorhexidina; CTRM, clotrimazol; MCZ, miconazol; KETOC, ketoconazol;
ENR, enrofloxacina; CIP, ciprofloxacina; VOR, voriconazol; TTT, itraconazol; NS,
nistatina.

De acuerdo a la informacion resaltada en la tabla 1, se identificaron 12 muestras
positivas de 58 muestras analizadas de raspado de piel y exudado ético en perros
gue asistieron a consulta en 03 consultorios médicos veterinarios ubicados en el
distrito de Zarumilla, obteniéndose una frecuencia de aislamientos a Malassezia sp.
del 20.69% (12/58). Este valor fue similar a los obtenidos por Pefia — Castillo et al.
(21.4%) y Lopez (22.4 %), pero inferiores a los reportados por Farfan-Arbizu et al.
(27.1%), Pineda (33%), Zhifin et al. (35.68%), Manrique (48.69%) y Diaz et al. (511)
y Lujan-Roca et al. (58.8%) (56-63). Segun Brito et al., esta infeccion flingica es

catalogada como dermatomicosis y se considera como la mas frecuente en
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animales; siendo identificados como factores predisponentes a la temperatura y
humedad ambiental. Por lo general, la otitis externa por Malassezia es mas comun
en climas tropicales, y durante los meses calidos y humedos en latitudes mas
templadas. Sin embargo, a pesar de no haberse investigado formalmente en perros,
otros autores mencionan que factores ambientales como la baja temperatura, bajo
indice ultravioleta y alta humedad, son factores de riesgo para la dermatitis

seborreica por Malassezia (21, 41, 68, 69).

Las muestras positivas a Malassezia fueron identificadas a partir de perros con
otitis, siendo la abundante presencia de cerumen pastoso de color oscuro y olor
intenso, el signo caracteristico. En estos casos al realizar un montaje en fresco se
verificaron abundantes células levaduriformes elipsoidales, en forma de huella de
zapato, de aproximadamente 5 um de longitud (65). En los cultivos con agar
Sabouraud, se observaron colonias circulares, concavas, cremosas de 2 a 4 mm
de diametro, con reaccion positiva a peroxido de hidrégeno (59) (figura 3, anexo 2).
Machado et al. informa que M. pachydermatis es aislado a partir de canal auricular
de perros con otitis externa y dermatitis; ademas, han sido descritas otras especies
como M. furfur, M. obtusa y M. sympodialis (67). Cabe resaltar que se observaron
infecciones mixtas con bacterias gramnegativas (Pseudomonas sp. y Klebsiella sp.)
y grampositivas (Staphylococcus sp. y Streptococcus sp.) (datos no mostrados).
Para esto, algunos estudios indican que estas infecciones de piel y principalmente
las Gticas se presentan con infecciones secundarias relacionadas con bacterias
residentes como Staphylococcus intermedius y bacterias transitorias como

Pseudomonas sp., E. coli, Proteus sp., Klebsiella sp., y Citrobacter sp. (62, 63, 64).

Por otro lado, la informacion referente a los perros afectados por Malassezia sp. en
canales auditivos, se describe en la tabla 1, que incluye sus respectivos patrones
de resistencia y sensibilidad. En esta cohorte, el 13.8% (8/58) de los perros con
otitis eran machos y 6.9% hembras (4/58), esta diferencia se observa también en
estudios realizados por Manrique, Zhifiin y Pulido et al. en estudios de prevalencias
realizados en Lima, Cuenca (Ecuador) y Bogota (Colombia), respectivamente (61-
63). Por otra parte, el mayor porcentaje de perros con otitis correspondio a los

mestizos con un valor de 12.1% (7/58). En contraste estudios realizados por Lépez
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y Zhifiin especifican que las razas puras presentan mayor numero de aislamientos
de Malassezia. Asimismo, existen bases teoricas que indican a las razas Terrier
blanco West Highland, Cocker spaniel americano, Basset hound, Shih tzu, caniche,
Boxer, Cavalier king, pastor aleman y Dachshund como mas propensos a adquirir
infecciones por Malassezia, siendo las causas probables, la presencia de pliegues
cutaneos, areas intertriginosas. predisposicion genética, procesos alérgicos y
enfermedades endocrinas (21, 40). En cuanto a la edad se observé que los casos
de atencion veterinaria de problemas dérmicos y otitis ocurrieron en perros mayores
a 1 afio, siendo més frecuente los casos positivos a Malassezia en perros adultos
de 5 afios (8.6%). En lineas generales, el sexo y la edad no parecen estar
correlacionados de forma consistente con la presencia de dermatitis por
Malassezia, pero se han descrito predilecciones raciales en perros en varios
estudios (22).

4.2 Escala de sensibilidad in vitro de M. Pachydermatis de los diferentes
aislados clinicos a los compuestos azolicos como miconazol, clotrimazol,

ketoconazol, fluconazol y voriconazol.

Tabla 2. Diametro de los halos de inhibicion antifingicas de los antibiéticos
voriconazol, miconazol, itraconazol y nistatina frente a 12 cepas de Malassezia

pachydermatis.

Identificacion Diametro del halo de inhibicion (mm)

de la cepa Voriconazol Miconazol traconazol Nistatina
MJTO1 Resistente 7 Sensible 26 Resistente 7 Resistente 7
MJTO2 Sensible 30 Sensible 30 Sensible 30 Sensible 20
MJTO3 Sensible 27 Sensible 25 Sensible 30 Sensible 30
MJTO4 Resistente 7 Intermedio 13 Resistente 10  Sensible 30
MJTO5 Sensible 30 Sensible 28 Sensible 25 Sensible 30
MJTO6 Sensible 20 Sensible 22 Resistente 7 Resistente 7
MJTO7 Sensible 30 Sensible 30 Resistente 7 Sensible 21
MJTO8 Resistente 8 Resistente 10  Resistente 7 Sensible 28
MJTO9 Resistente 7 Resistente 7 Resistente 7 Sensible 30
MJT10 Resistente 7 Resistente 7 Resistente 7 Sensible 30
MJT11 Resistente 7 Resistente 7 Resistente 7 Intermedio 12
MJT12 Sensible 30 Resistente 7 Sensible 29 Sensible 26

Fuente: elaboracion propia.
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Con respecto a las pruebas de sensibilidad estas fueron realizados con los
antifingicos: miconazol (grupo imidazol), voriconazol e itraconazol (grupo triazoles)
y nistatina (grupo poliénico), que son antibiéticos de mayor accesibilidad para
pruebas de laboratorio y cubren tres clases de antifingicos de uso cotidiano en la
medicina veterinaria, cuentan con amplio espectro antifungico y diferentes
mecanismos de accion frente a los hongos (Tabla 2, anexo 7). De los resultados
obtenidos, se observé mayor resistencia antifungica a itraconazol (66.7% de
cepas), seguido de voriconazol (50%) y miconazol (41.6%). En contraste, con la
nistatina se obtuvieron los mayores halos de inhibicién y el menor porcentaje de
resistencia se obtuvo con nistatina, que correspondié al 16.7% de las cepas
aisladas (tablas 1y 2). Este antifingico esta dentro del grupo de los polienos, cuyo
mecanismo de accion radica en generar poros cuando se une al ergosterol de la
membrana celular fingica, estos actian alterando la permeabilidad de las células
fungicas para que sean mas porosas, lo que las hace mas propensas a lisar (24,
70). Este resultado, es similar al conseguido por Sihelsk& et al. en un estudio de
sensibilidad antifungica de M. pachydermatis en perros, obteniendo 32 aislados
levaduriformes sensibles y sélo uno resistente, a partir de un total de 33 cepas
aisladas, verificando ademas que los mayores halos de inhibicion fueron obtenidos
con la nistatina (5). Sobre los azoles, desde el afio 2011 se han informado
resistencias a itraconazol en aislamientos M. pachydermatis de piel canina en todo
el mundo; siendo Nijima et al., el primer investigador que reporto la resistencia a
ketoconazol e itraconazol en una cepa tipo de M. pachydermatis del Centro de
Dermatologia Animal de Japon, cuyo aislamiento se realizd a partir de un canino

con dermatitis seborreica (9,78,79).

Asi mismo, otros estudios reportan que M. pachydermatis y M. furfur son las
levaduras menos sensibles a los azoles y la resistencia a estos agentes esta
determinada por mutaciones del gen ERG11/CYP51, que codifica la produccion de
esterol 14a-desmetilasa (enzima diana del farmaco y clave del citocromo P450
implicada en la sintesis de ergosterol de la pared celular de los hongos), o el o
aumento de la misma (6, 9, 80). Otros autores refieren que la resistencia a los
azoles pueden ser primarios (intrinseca) que se da de manera natural sin

exposicién de una cepa previa conocida a antifingicos; y la secundaria o adquirida,
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gue puede ser el resultado de la exposicion de una cepa previamente susceptible
a antifungicos o a otra presion selectiva y puede ser el resultado de una expresién
génica alterada, mutaciones puntuales o variaciones alélicas (80). Muchos de estos
problemas de resistencia estan ligados al aumento en el uso profilactico de
farmacos azoles, como los que vienen en la composicion de ciertos champus
antifingicos; el incremento de los regimenes de tratamiento prolongados con
azoles de amplio espectro y a dosis bajas, e incluso el uso agricola de fungicidas
azoles para la proteccion de cultivos generan cepas resistentes (80, 81).

4.3 ldentificacion molecular de cepas fungicas para los aislados clinicos
multirresistentes a los compuestos azolicos usados.

Las pruebas de identificacibn molecular mediante Nested-PCR con primers
especie-especificas de las 12 cepas de levaduras aisladas, dieron positivas a
Malassezia pachydermatis, verificAndose un producto de aproximado de 220 pb
(Figura 2, anexo 5). Este procedimiento puede ser utilizado directamente en
muestras de raspados de piel o cerumen obtenido con hisopo, dependiendo de la
ubicacion de la lesion, sin recurrir al cultivo de hongos que toma entre 3 a 5 dias de
cultivo. Ademas, esta técnica molecular permite detectar pequefas cantidades de
ADN de aproximadamente 1 fg (50).

Malassezia pachydermatis (Nested-PCR con primers especificos)

MJITO1 MJT02 MJTO3 MJTO4 MJTO5 MJTO6 MJTO7 MJITO8 MJITO9 MJT10 MJT11 MJT12' C- MPM

Figura 2. Resultados del gel de electroforesis obtenido a partir de productos de
Nested-PCR con primers especie-especificos para Malassezia pachydermatis. El

producto de PCR corresponde a aproximadamente 220 pb (flecha azul): MJTO1 a
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MJT12 = cepas de levaduras aisladas a partir de lesiones 6ticas, C- = control

negativo y MPM = marcador de peso molecular de 100 pb.

Adicionalmente se obtuvieron productos de amplificacion de aproximadamente 800
pb con primers universales ITS1F e ITS4, a partir de 6 cepas de levaduras que
presentaron multirresistencia a los antifingicos voriconazol, itraconazol, miconazol
y nistatina, dando como resultados de identidad a Malassezia pachydermatis

(Figura 3, anexo 6).

Malassezia pachydermatis (primers universales ITS1F e ITS4)

MJTO1 MJTO4 MJTO8 MJTOS MJT10 MJT11 C- MPM

Figura 3. Resultados del gel de electroforesis obtenido a partir de 6 muestras de
productos de PCR con primers universales ITS1F e ITS4 para hongos. El producto
de PCR corresponde a aproximadamente 800 pb (flecha azul): MJT01, MJTO04,
MJTO08, MJT09, MJT10y MJT11 = cepas de levaduras aisladas a partir de lesiones

oOticas, C- = control negativo y MPM = marcador de peso molecular de 100 pb.
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V. CONCLUSIONES

En general, se evidencio que las lesiones oticas de tipo inflamatorias y con
exudado oscuro en los perros muestreados presentaban M. pachydermatis,
las que venian acompafadas por infecciones mixtas con bacterias

grampositivas y gramnegativas.

El mejor perfil de sensibilidad in vitro de las cepas de M. pachydermatis
aisladas correspondié al antimicético nistatina (polieno); mientras que, se
observd resistencia frente a los antifungicos voriconazol, itraconazol y

miconazol (azoles).

Las pruebas moleculares tipo Nested-PCR fueron de gran apoyo en el
diagnéstico para identificar especificamente a M. pachydermatis, sin recurrir
a pruebas mas complejas como la secuenciacion genética. Esta técnica puede
realizarse directamente en las muestras de raspado de piel o secreciones
Oticas para identificar a este patdgeno y realizar un tratamiento répido,

oportuno y especifico.
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VI. RECOMENDACIONES

En la practica médica veterinaria es necesario contar con diversos
procedimientos de ensayo que permitan dar un diagnostico preciso de
enfermedades y la identificacion de sus agentes causantes, para realizar
tratamientos precisos y oportunos, que permitan la aplicacion de los
medicamentos correctos, evitando asi problemas de resistencia microbiana.

Es necesario realizar estudios complementarios para identificar genes de

resistencia y ademas evaluar la concentracion minima inhibitoria de

antifangicos alternativos para el tratamiento de otitis y dermatitis en perros.
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ANEXOS

ANEXO 1. Ficha del examen dermatoldgico canino

FICHA DEL. EXAMEN DERMATOLOGICC CANINA

Fecha: /0 [os /23 Consultorio: A .7 B c Peso: 5 Z/F5  N°Muestra: 0%
DATOS DEL PACIENTE N 5 B )
Nombre de la mascota _(sC Edad_19M% _Raza_mes 2 Sexo 0 Color _E/as¢0  Castrado X

DATOS DEL PRCPIETARIO

1) — ol 7 .
Nombre y apellido __AMaitbel “Jaramillo [larrivez
Direccion _ 29 Jde Julic [pA-id4) Celular 94854 0€ 207

HISTORIA CLINICA

¢Presenta la mascota problemas de piel? Si-X No

¢Presenta la mascota infeccién cido? Si-X¥ No

Picor: Si x> No | ¢ El picor es constante y cada vez mas intenso? Si X No

¢ Existen lesicnes sobre las areas donde la mascota se rasca?: Si_¥ No ; "
Caracteristicas de la vivienda donde habitat la mascota (Material de piso): Exfercor /p/sc‘ tiena
Afecta a otros animales o personas: Si No A '

Tipo de alimentacién actual (oserdx

EXPLORACION GENERAL

Calidad ce pelo _Secd, alepecico, guebrack 20 prasencia de ectoparasitos 3Si X Mo pulgas 4 qor(a'/’k‘l?[d\'
’ Indique la zona de la toma’de rhuestra€on una X
Tratamiento previo_- Indique la zona de la I=sién con un sombreado

Distribucion de las lesiones y tipcs: Y

2\
LOCALIZACION DE LESION: 0 ;31
— - — T4

i Hecico, o refas cuelte, ops, peche, espalda, abdemen, piembh s alte viev \(
INDIQUE LAS LESIONES PRESENTES  vmiembw pelvice ol

alopecia mu(-hﬂm/’,- s, cosas |, iy fapraeioss exTerna AL eiclo .

PRUEBAS DIAGNOSTICAS PREVIAS (EN CASC AFIRMATIVO, ANACA UNA LISTA Y/O LOS RESULTADOS)

— o ]

Proyecto de Tesis “Sensibilidad antfungica de aislados clinicos de Malassezia pachydermatis, recuperados de perros con dermatitis
y otitis externa, en Zarumilla - Tumboes 2022.” - Br. Jimenez Tello, Marilyn
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ANEXO 2: Imagenes de la colecta de muestra, estudios citologicos y

moleculares.

Figura 4. Imagenes de la colecta de muestras. (A) Sujecién correcta del paciente
con ayuda del propietario, (B) Colecta de muestra mediante raspado de piel en

perro y (C) Colecta de muestra de exudado 6tico con ayuda de un hisopo.

Figura 5. Observacion de células levaduriformes (blastoconidias) en preparaciéon de

lamina en fresco (A) y en seco (B) coloreadas con azul de metileno al 1%. En ambas
imagenes se observa presencia de células levaduriformes elipsoidales (forma de
huella de zapato) de aproximadamente 4 a 5 um de longitud, caracteristico de
Malassezia pachydermatis (flechas rojas, 1000 aumentos).
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CepaMJTO3

Figura 6. Crecimiento de colonias fungicas en agar Sabouraud y prueba de
catalasa: (A) Detalle del crecimiento de colonias levaduriformes, circulares,
concavas, cremosas de M. pachydermatis (flechas rojas) y (B) Reaccion positiva a
prueba de catalasa, mediante visualizacion de produccion de burbujas de oxigeno

(flecha azul).

Figura 7. Procedimientos de laboratorio: A y B. Aislamiento y cultivo de levaduras,
C. Extraccion de ADN, D. Cuantificacion de ADN, E. PCR y F. Electroforesis de
productos de PCR.
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ANEXO 3: Flujograma del procedimiento de Nested-PCR para identificacion
especie-especifica de Malassezia pachydermatis

Aislamiento de levaduras a
partir de raspado de piel y
exudado otico

Extraccion de ADN
genomico (Gustincichetal.
1991)

Verificacion de la cantidad
y calidad del ADN

Nested-PCR
(Sujita et al. 2001)

Electroforesis de
productos de la PCR

Pb 1+ 2 3 4 5 6 7 8
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ANEXO 4: Flujograma del procedimiento de identificacion de Malassezia
pachydermatis mediante secuenciacion genética.

Aislamiento de levaduras
en cultivo puro

Extraccion de ADN
genomico (Gustincichetal.
1991)

Verificacion de la cantidad
y calidad del ADN

PCR con primer

universales b R

(Gardes, M., & Bruns, 1993;
White et al. 1990

hai ﬂ M"‘.\HM; Wiino

| ;‘*
l ‘\f\ ﬁf I‘F\ !\U. M}“\.f

Wi

Electroforesis de
productos de la PCR

BLAST

Basic Local Alignment Search Tool

) = [ LT
== 4

Secuenciacion
bidireccional (Macrogen
Chile)
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ANEXO 5: Informe de resultados del analisis de identificacién de Malassezia

pachydermatis con primers especie-especificos, mediante Nested PCR.

LABORATORIO DE ENSAYO
v Informe de ensayo N° 284-2024
P~ >
AN B e D Pagina 1 de 1
CCOoBIOTECH LAB SAC
RUC 206067724638
1. DATOS DE RECEPCION DE LA MUESTRA
Solicitante : Marylin Jimenez Tello.
Domicilio legal : Zarumilla - Tumbes.
Tipo de muestra : Cepas de levaduras en cultivo puro.
Cantidad de para el ¥ i
- MJTO1, MJT02, MJTOS, MJTO4, MUTOS, MJTO8, MJTO7, MJTOS, MJTOS, MJT10,
Identificacién de la muestra MIT11y MIT12.
Forma de presentacién : Céiulas viables conservadas en agar Saboraud inclinado.
Fecha de recepcion : 02/02/2024
Facha de Inicio del ensayo : 03/02/2024
Fecha de término del ensayo : 04/02/2024
Fecha de entrega del inf de y 1 05/02/2024
Ensayo realizado en : Area de Biologia Molecular.
: EBTLO684, EBTLO068S, EBTLO686, EBTL0687, EBTL0688, EBTL0689, EBTL0690,

Cédigo de registro EBTLO0891, EBTLOBS2, EBTLOBS3, EBTLOGS4 y EBTLOGSS.
Validez de! documento : Este documento a¢ valido solo para la muestra descrita.
Referencia : Cotzacién N°* 282-2024-E ab.
2. TIPO DE ANALISIS REQUERIDO
D de Male pachydy di pri especie-especifico (Método: Nested-PCR pars deteccion de Malassezis
pachydermatis basado en Sugita ef a/. 2001).
3. RESULTADO DEL ANALISIS

Cédigo de Identificacion de la ADN Malassezia

registro muestra ng/ul. pachydermatis

EBTLO684 MITO1 3458 Positivo

EBTLO885 MJTO2 28.45 Positivo

EBTLO686 MJTO3 3267 Positivo

EBTLO687 MJT04 46.98 Positivo

EBTLOB8E8 MJTOS 4512 Positivo

EBTLO68S MJT08 2035 Positive

EBTLO690 MJTO7 3992 Positivo mom&“‘ P

EBTLO691 MJTOS 50.45 Positive SLTERETECHPOLOGY LABORATUIO. Sl

EBTLO682 MJTOS 4123 Positivo

EBTLO693 MJT10 4039 Positivo

EBTLOE94 MJT11 2087 Positive

EBTLOGES MJT12 45.28 Positivo

ce leesourss » USTDY 3 MUTH2

T ANCAE Gt e S M VDR

Los de oste 2 p POF @) cfiente o por un tercero 8 nombre del cliente. Ecobiotechnoiogy Laboratorio SAC, 3¢
rasponsabiiiza exciusivaments de ios ensayos, of reSuitado 56 (efiere Gnicaments 3 ks MUISH ECIbIAS e of MBOrAtONo

Este informe no es vélido sin la firma y sefo original de la gerencia general de Ecobiotechnaiogy Laboratorio 8.4 C.
1LabS AC. Di Urb. Andrés Araujo Morén Mz 07 Lt 10 - Tumbes (por parque El Avién - Puyango) / Urb. San Judas Tedeo Mz Ch
Lt 2- Trujilio - La Libettad (Entre Av. Colibrl y Artenor Orrago, 8l costade del Hostal Colisso). Celuiar +81882714119 / 451878720233 Corteo
@ectranico: vantas@ecobiotechiab.com
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ANEXO 6: Informe de resultados del andlisis de identificacion molecular de
Malassezia pachydermatis mediante secuenciacion del gen ITS, con primers
universales ITS1F e ITS4.

LABORATORIO DE ENSAYO
Informe de ensayo N° 285-2024
Pégina 1 de 1
RUC 20606772468
1. DATOS DE RECEPCION DE LA MUESTRA
Solicitante : Marylin Jimenez Tello.
Domicitio legal : Zarumiffa - Tumbes.
Tipo de muestra : Cepas de levaduras en cultivo puro.
Cantidad de muestra para el ensayo : 08 muestras.
Identificacién de la muestra T MITO1, MJTO4, MJTO8, MJTOS, MJT10 y MUT11,
Forma de presentacion : Célutas viables conservadas en ager Saboraud inclinado,
Fecha de recepcion : Q20U 2024
Fecha de inicio del ensayo . 03/02/2024
Fecha de término del ensayo | 26/02/2024
Facha de entrega del informe de ensayo 1 27/02/2024
Ensayo realizado en : Area de Biologia Molecular.
CTédigo de registro : EBTLO684, EBTLO687, EBTL0688, EBTLO691, EBTL0692, EBTLO693 y EBTL06S4.
Validez de! documento : Este documento es vilido solo para la muestra descrita.
Referencia : Cotizacion N° 282-2024-EcobiotechLab.

2. TIPO DE ANALISIS REQUERIDO
Secuenciacion personalizada de ADN (Standard - seq single) a partir de cultivos fungicos.

3. RESULTADO DEL ANALISIS
BLAST
Cédigo de Identificacion de la :
Especie identificada pb % Numero de
registro muestra Identidad (%) i
EBTLO684 MJTO1 Malassezia pachydermatis 717 99.86 KY104165.1
EBTLOBB7 MJTO4 Malassezia pachydenmatis 733 99,86 KY104182.1
EBTL06891 MJTO08 Malassezia pachydermatis 729 99.86 KY104162.1
EBTL0692 MJT09 Malassezia pachydermatis 725 99.86 KY104162.1
EBTL0693 MJT10 Malassezia pachydermatic 730 $9.86 KY104164.1
EBTL0694 MJT11 Malassezia pachydermatis 725 99 86 KY104165.1
<
B MO TELI PTG L AL LY LYY e
Los de este a POr @l cliente o POF U 10RO 3 nombre del cliente. & Y L SAC, se

exclusivamente de ios ensayos, el resultado se reflere Unicamente a la muestra recibida en ef laboratorio.
Este informe no es valido sin la firma y selic onginal de la gerencia general de Ecobiotechnoiogy Laboratorio S A.C
Ecobiotech Lab S.A.C. Direccion: Urb. Andrés Araujo Mordn Mz. 07 Lt. 10 - Tumbes (por parque EI Avitn - Puyango) / Urb. San Judas Tadeo Mz. Ch Lt. 2 - Trujillo -
La Libertad (Entre Av. Colibri y Antenor Orrego, al costado del Hostal Coliseo). Celutar +51992714118 / +51978728233. Correo electronico:
ventas@ecobiclechiab.com
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ANEXO 7: Clasificacion de antifungicos.

Cuadro 3. Clasificacion de antifungicos por grupo, nombre genérico, via de administracion, modo de accion e indicaciones de su uso.

Nombre Via de L L .
Grupo . - L Indicaciones Modo de accion Referencia
generico administracion
Azoles Imidazoles
. a oo Activo frente dermatofitos y levaduras (Malassezia furfur y Candida). Antiflingico tépico
Clotrimazol Agente tOpICO' efectivo para M. pachvdermatis. 24’ 70
Bifonazol Agente t(')pico, Antifingico de accién prolongada, activo frente a dermatofitos (Candida y M. furfur). 70
Absorcién insignificante a través de la piel o las mucosas. Esté indicado en el tratamiento de tinea
Econazola Agente t(')pico. pedis, tinea cruris, tinea corporis, pitiriasis versicolor, candidiasis cutdnea y candidiasis 24, 70
vulvovaginal no complicada.
Con buena respuesta frente a dermatomicosis. En onicomicosis, eficacia muy reducida.
Miconazola Agente t(')pico, Adecuado para candidiasis cutaneas superficiales, micosis sobreinfectadas con bacterias 24,70
grampositivas y pitiriasis versicolor. Antifingico tépico efectivo para M. pachydermatis.
. L. Fungistatico y fungicida imidazoélico tépico activo frente dermatofitos, levaduras, Candida, M.
Fenticonazol ~ Agente topico. fu,fugr_ y e . 70
Es un antimicético de amplio espectro, indicado en el tratamiento de micosis superficiales de la piel
imicético d li indicad | i de micosi ficiales de la piel
Isoconazol Agente t(')pico, como en los espacios interdigitales de los pies, en las manos, en la ingle y en la regién genital, 76
eritrasma.
. Lo Antifiingico de amplio espectro. Se utiliza en el tratamiento de infecciones superficiales causadas
Tioconazol Agente tOpICO. por dermatofitos, Candida y M. furfur . 70
Sertaconazol Agente t(')pico, Con amplio espectro antifingico incluyendo dermatofitos y levaduras. 75
Butoconazol Agente t(')pico_ Se usa para tratar infecciones vaginales causadas por la levadura Candida . 71
s . Estéa indicado para el tratamiento de las micosis superficiales de la piel por ejemplo, tinea pedis,
Sulconazol Agente tOpICO. tinea de las manos, tinea inguinalis, en la region genital, eritrasma y micosis vaginales. ifanai 5li inhi I 71
. . ' ) ' ) o - Los antifingicos azdlicos inhiben las
Luliconazol Agente tOpICO. Se usa para tratar infecciones cutaneas como el pie de atleta, la tifia inguinal o la tifia. . . . 74
Oxi | Agente i rora o o st T o o o enzimas dependientes del citocromo P450 70
Xiconazo gente topico. ra el tratamiento tinea pedis, tinea cruris, tinea corporis, tinea manuumy pitiriasis versicolor. . . . .
Lo Derivado de imidazol tépico con actividad antifingica contra Candida albicans, Malassezia que intervienen en la_biosintesis de los
Omoconazol  Agente topico. furfur y dermatofitos. esteroles de la membrana celular y, al 73
a Agente tépiCO Yy Activo frente dermatofitos, hongos dismérficos (Histoplasma y Coccidioides) y levaduras mismo tlempo, desencadenan la formacion 24 70
Ketokonazol sistémico. patégenas excepto Cryptococcus . Antifingico tépico efectivo para M. pachydermatis. de subproductos toxicos letales para los ’
Triazoles hongos. Acumulacién de 1,4 metilesteroles
. . Su efecto es fungistatico. Su espectro de accion incluye: Candida albicans y otras especies €N la membrana del hongo que impiden la
El | Agente sistémico excepto C. krusei, C. norvengensis, C. ciferri y C. inconspicua. También es activo frente a accion de las enzimas de membrana 24.70
uconazo (oral e intravenoso). Cryptococcus , Histoplasma, Blastomyces, Coccidioides, Paracoccidioides, dermatofitos y ) 1
Malassezia furfur .
Triazol de segunda generacién de amplio espectro. Hongos sensibles: Candida albicans y otras
. . especies incluidas C. tropicalis, C. glabrata, C. parapsilosis y C. krusei; especies de
Vori | Agente sistémico Aspergillus , incluidas A. fumigatus, A. flavus, A. terreus y A. niger. También activo frente a 70
oriconazo (oral e intravenoso). Cryptococcus neoformans, micosis endémicas (Histoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatitidis, Cocciodioides immitis) y dermatofitos. Las cepas de C. glabrata resistentes a
fluconazol son también resistentes a voriconazol.
. . Triazol de segunda generacion, con formulaciéon exclusivamente oral. Es el azol con el mayor
Agente sistémico espectro antifiingico que incluye Aspergillus, Candida spp., Coccidoides immitis , Fonsecaea
P | 24,70
osaconazo (oral). pedrosoi y especies de Fusarium, Rhizomucor, Mucor and Rhizopus . Esta en desarrollo una ’
formulacién parenteral.
it | Agente sistémico Excelente actividad frente a Candida, Aspergillus , Sporothrix , Paracoccidioides , Histoplasma , 24.70
raconazo (oral e intravenoso). agentes causantes de cromoblastomicosis, Blastomyces , Cryptococcus y dermatofitos. ’
Agente sistémico Estudios realizados in vitro comprobaron su actividad en el tratamiento de Malassezia spp.
Albaconazolb comparado con fluocitosina, fluconazol, ketoconazol, itraconazol y voriconazol, han mostrado 72
(oral). tener un perfil de actividad antifingica similar.
L Triazol de amplio espectro, con efecto fungicida y activo frente a: Candida spp. (incluyendo C.
b Agente sistemico albicans, C. glabrata y C. krusei), Cryptococcus spp., hongos dimérficos, Aspergillus spp.
Isavuconazol 70

(oral).

(incluyendo A. fumigatus , A. flavus , A. niger y A. terreus ) y hongos mucorales; presenta menor
actividad frente a Fusarium spp. y Scedosporium spp.




Continua...

Via de
administracion

Indicaciones

Modo de accién

Referencia

Agente tépico.

Agente antifingico de amplio espectro con un novedoso mecanismo de accién para el tratamiento
de dermatomicosis. Se ha demostrado que la abafungina tiene efectos fungicidas y fungistaticos
sobre una amplia variedad de patégenos, incluidos dermatofitos, levaduras (Candida) y mohos.

Actlla interfiiendo  inhibiendo la
transmetilacion en la posicion C-24 de la
cadena lateral de esterol, catalizada por la
enzima esterol-C-24-metiltransferasa, vital
en la membrana celular fangica, impidiendo
asi el crecimiento celular. También
mediante la interaccién directa con otro
componente de la membrana, lo que
provoca la ruptura de la membrana, la fuga
del contenido celular y la muerte de la
célula, independientemente de si ésta se
encuentra en una fase de desarrollo no
metabolizante ("en reposo") o en
crecimiento activo.

71

Agente sistémico
(intravenoso y
nebulizada).

Agente tépico.

Antifingico de amplio espectro, de actividad fungicida o fungistatica en funcién de su
concentracién. Activa frente a Candida sp. (excepto algunas cepas de C. lusitaniae y C.
guilliermondii ), Cryptococcus neoformans, Aspergillus sp. (excepto A. terreus y algunas
cepas de A. flavus ), Zigomicetos, Trichosporon sp., Malassezia furfur, Sporothrix schenckii,
Curvalaria sp., Bipolaris sp., Exserohilum sp. y Alternaria sp. También es activa frente a
agentes causantes de micosis endémicas: Blastomyces dermatitidis , Histoplasma capsulatum,
Coccidioides immitis y Paracoccidioides brasiliensis. Antifingico tdpico efectivo para M.
pachydermatis.

Antiftingico con accién fungistatica que pertenece al grupo de los macrdlidos poliénicos. Activo
frente a Candida spp. y dermatofitos, aunque sobre estos Ultimos solo moderadamente.
Antiftingico tépico efectivo para M. pachydermatis .

Genera poros cuando se une al ergosterol
de la membrana. Estos actlan alterando la
pared de las células flngicas para que
sean mas porosas, lo que las hace mas
propensas a lisar.

70

24,70

Nombre
Grupo .
genérico
Tiazoles
Abafungina
Polieno Anfotericina B
Nistatina
Alilaminas
Terbinafina

Agente topico y
sistémico (oral).

Actividad fungicida frente a hongos dermatofitos, Aspergillus, Candida parapsilosis,
Malassezia furfur, Cryptococcus neoformans, hongos dimorfos, algunos agentes de la
feohifomicosis, cromoblastomicosis, hialohifomicosis y micetoma.

Inhibicion de la sintesis de lanosterol y
ergosterol. Las alilaminas actdan
inhibiendo una enzima que la membrana de
la célua necesita para funcionar
correctamente. Sin esta membrana, es
probable que la célula no pueda funcionar.

24,70

Equinocandinas Anidulafungina

Caspofungina

Micafungina

Agente sistémico
(intravenoso).

Agente sistémico
(intravenoso).

Agente sistémico
(intravenoso).

Ha demostrado ser activa frente a diferentes especies del género Candida, como C. albicans,
C. glabrata, C. parapsilosis y C. tropicalis, incluidas cepas resistentes a fluconazol. También
ha demostrado cierta actividad frente a Aspergillus y Pneumocystis carinii .

Con actividad concentracién-dependiente frente a Aspergillus, Candida y Histoplasma

incluyendo cepas resistentes a anfotericina, fluconazol y flucitosina, hialohifomicetos, hongos
dimérficos, varios hongos dematidceos y Pneumocystis jirovecci (formas quisticas). Carece de
resistencia cruzada con otros antifingicos utiizados en clinica actualmente. Efecto

posantifingico prolongado.

Inhibe de forma no competitiva la sintesis de 1,3-beta-D-glucano, componente esencial de la
pared celular fungica, presentando actividad fungicida frente a la mayoria de las especies de
Candida e inhibiendo de forma importante el crecimiento activo de los filamentos de las especies
de Aspergillus. In vitro presenta también actividad frente a Histoplasma capsulatum,

Blastomyces dermatitides y Coccidioides immitis .

Ejerce sus efectos mediante la inhibicion
de la sintesis de (1,3)-B-D-glucano, un

componente vital de las paredes celulares
de diversos hongos, lo que provoca

inestabilidad osmética y en dltima instancia
la muerte celular fungica.

70

70

70
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Nombre Via de L L .
Grupo L - L Indicaciones Modo de accién Referencia
generico administracion
La flucitosina es un andlogo fluorado del
nucleésido citosina. La flucitosina impide la
i . L. Antifingico activo Unicamente frente a levaduras. No debe utilizarse en monoterapia por inducir sintesis de ADN, d,el hongo. En las dOSIS_ ?n
Antimetabolit Flucitosina (5- Agente sistémico resistencias con facilidad. Suele asociarse a anfotericina B en infecciones sistémicas, las que se administra esta transformacion 70
ntiimetabolitos fluorocitocina) (oral e intravenoso). e.spec?almente meningitis. Laadministracién conjunta con anfotericina B o azoles resulta aditva o S@ produce preferentemente en el interior
sinérgica para Cryptococcus y Candida. del hongo, o que explica la relativa
especificidad de la accion sobre la célula
flngica.
Su mecanismo de accion es inhibiendo la
mitosis celular del hongo por destruccién
de la estructura del uso mitético; asi mismo
. : se fija a la queratina humana haciéndola
. . Agente sistémico Fungistéatico activo exclusivamente frente a dermatofitos. Util en tifias infantiles. Activo frente a . I q . ., L. .
Otros Griseofulvina tent I fi Inhibe | 70
(oral). Microsporum, Epidermohyton y Trichophyton . resistente a la Invasion tungica. Innioe la

mitosis celular fungica por destruccién de la
estructura del uso mitotico,
interrumpiéndose la metafase de la division
celular.

a Mas populares en su uso.

b Nuevos antifungicos bajo investigacion.
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