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RESUMEN

La investigacion desarrollada permitid establecer la sensibilidad antimicrobiana
de cepas bacterianas gramnegativas vinculadas a otitis externa en perros que
fueron atendidos en la provincia de Zarumilla durante el afio 2023. Se obtuvieron
38 cepas bacterianas de exudados 6ticos en perros diagnosticados clinicamente
con otitis externa. Estas cepas fueron sometidas a pruebas de antibiograma
utilizando seis antibidticos que se usan frecuentemente en la medicina
veterinaria: florfenicol, trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacina, enrofloxacina,
norfloxacina y oxitetraciclina. Los hallazgos mostraron que la multirresistencia
era muy comun, en particular con respecto a las fluoroquinolonas y la
oxitetraciclina; en cambio, el florfenicol tuvo una sensibilidad del 86.8 %, lo que
lo posicion6 como el tratamiento mas eficaz. También se detectd resistencia
cruzada entre diversas fluoroquinolonas y un perfil intermedio de reaccién al
trimetoprim-sulfametoxazol. Estos resultados muestran la necesidad de
optimizar el empleo de antimicrobianos en la practica clinica veterinaria local,
instaurar andlisis de antibiogramas de manera rutinaria y reforzar la vigilancia

microbiolégica desde una perspectiva integral de "una sola salud".

Palabras clave: sensibilidad antimicrobiana, resistencia bacteriana, otitis

externa, caninos, bacterias gramnegativas
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ABSTRACT

This study established the antibiotic sensitivity of Gram-negative bacterial strains
linked to otitis externa in dogs treated in the province of Zarumilla during 2023.
Thirty-eight bacterial strains were obtained from ear exudates in dogs clinically
diagnosed with otitis externa. These strains were subjected to antibiogram testing
using six antibiotics frequently used in veterinary medicine: florfenicol,
trimethoprim-sulfamethoxazole, ciprofloxacin, enrofloxacin, norfloxacin, and
oxytetracycline. The findings showed that multidrug resistance was very
common, particularly with regard to fluoroquinolones and oxytetracycline; in
contrast, florfenicol had a sensitivity of 86.8%, making it the most effective
treatment. Cross-resistance was also detected between various fluoroquinolones
and an intermediate reaction profile to trimethoprim-sulfamethoxazole. These
results demonstrate the need to optimize the use of antimicrobials in local
veterinary clinical practice, establish routine antibiogram analysis, and strengthen

microbiological surveillance from a comprehensive “one health” perspective.

Key words: antimicrobial sensitivity, bacterial resistance, otitis, dogs, Gram-
negative bacteria
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l. INTRODUCCION

La inflamacion del oido externo (otitis externa) es considerada una de las
enfermedades mas comunes en los caninos, siendo una inflamacion aguda o
cronica que se produce principalmente en el oido externo, asimismo al timpano
y canal auditivo interno. Se considera que los nuevos casos de otitis canina
oscilan entre 10 - 20% de la poblacion, esta patologia se asocia principalmente
a infecciones bacterianas y por levaduras que generalmente no responden al
tratamiento con antimicrobianos (1). Ademas, la anatomia del canal auditivo
externo del canino es una predisposicion a la proliferacion de ciertos agentes
patdgenos, porque la forma del cartilago auricular conlleva a que exista una poca
ventilacion y se torne un ambiente oscuro, lo cual favorece el crecimiento y
multiplicacion bacteriana, ademas existen dos factores importantes en un cuadro

de inflamacion de oido, las cuales son la raza y edad (2).

Cabe destacar que los agentes bacterianos que tienen resistencia a los
antimicrobianos son un problema de salud publica, siendo esta una de las
enfermedades con mayor presentacibn en climas con una temperatura y
humedad elevada, cuyos factores son predisponentes para la proliferacion
bacteriana en el oido, estudios realizados, consideran a Pseudomonas sp. como
el principal microorganismo con mayor prevalencia de otitis; siendo los paises
mas prevalentes Brasil con un 31.7%, 24.3% en Australia y 48.3% en lItalia (3,
4).

A nivel nacional se han reportado varios casos de otitis, especialmente en
departamentos con temperatura y humedad predisponentes para la proliferacién
bacteriana en el oido. Un alto porcentaje (50 a 80%) de casos reportados de
Staphylococcus sp.; siendo esta bacteria parte del microbiota del canal auditivo,

la cual, se vuelve patdégena, a causa de una proliferacion excesiva (5). Asi
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mismo, se reportaron casos de Pseudomonas sp. entre otras, por lo cual, estas
bacterias han sido las mas reportadas a nivel nacional y tienen un 20 a 30 % de
casos diarios en clinicas (5), lo cual puede ocasionar un problema,

especialmente con bacterias que pueden asociarse a enfermedades humanas.

En Tumbes no existe evidencia sobre estudios cientificos basados en otitis
canina, lo que genera en los médicos veterinarios desconocimientos sobre qué
tipos de bacterias se presentan con mayor frecuencia en los diversos casos de
otitis, por otro lado, los propietarios carecen de conocimientos sobre la
importancia de realizar pruebas complementarias para determinar qué tipos de
bacterias se pueden encontrar en el canal auditivo del can, ocasionando una

desventaja al médico tratante, por falta de informacion.

El uso de las pruebas de sensibilidad es una estrategia importante para saber la
susceptibilidad de las bacterias expuestas a ciertos antimicrobianos, de tal
manera que ayude al médico veterinario a realizar un buen diagndstico definitivo
y un adecuado protocolo terapéutico, evitando la resistencia bacteriana por la
carencia de conocimientos sobre la sensibilidad bacteriana en casos de otitis. En
definitiva, la falta de informaciébn y pruebas complementarias sobre la
enfermedad anteriormente mencionada, en nuestro departamento de Tumbes
genera una problematica social, al ocasionar una deficiencia al momento de dar
un diagnéstico definitivo, recetar o tratar de medicar a nuestras mascotas,
seguidamente los seres humanos, ya que estan en constante contacto por lo

tanto puede conllevar a un riesgo potencial para nuestro departamento.
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. ESTADO DEL ARTE

2.1. Bases tedrico-cientificas

2.1.1. Estructura del oido en los perros

El oido es un érgano que comprende 3 partes, oido interno, medio y externo,
siendo este ultimo solo visible, mientras que las otras estan alojadas en el hueso
temporal, la parte externa de este oido estd formado por el conducto auditivo
externo y el pabellon auricular, siendo un tubo que transporta el sonido al oido

medio y actia como escudo entre el oido medio y el oido interno (13).

El oido externo de cada perro mide de 2 a 10 cm de largo y de 5 a 10 mm de
longitud, de acuerdo a la edad, altura y la raza, y terminan proximales a la

membrana timpanica, su lado vertical inicial se extiende hasta 2.5 cm (14).

El oido medio es una zona de la membrana ésea del timpano que forma la
abertura del meato auditivo, que conduce a la nasofaringe y que compensa la
presién de aire a ambos lados del timpano, asi como los tres huesecillos,
ligamentos y musculos agrupados. Los huesecillos son maviles, que incluyen el
martillo, estribo y yunque, y se desarrollan en serie desde el timpano, formando
una efectiva comunicacion activa, por ultimo, las vibraciones de la membrana se

comunican a través de esta cadena Osea hasta la perilinfa en el vestibulo (15).

El oido interno comienza después de la ventana vestibular, es un érgano muy
complejo que ubica en el interior del craneo. Esta conformado por el laberinto
membranoso el cual consta de laberinto vestibular (saculo, utriculo y canales
semicirculares) y el laberinto éseo que lo rodea (parte petrosa del temporal) y el

canal coclear (6rgano de Corti) (16).
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2.1.2. Otitis externa en perros

Este oido puede ser afectado por una etiologia multifactorial que afecta a los
perros, denominada otitis, lo que supone dentro del 5% y el 20% de la préactica
diaria de las veterinarias, esta enfermedad esta relacionada principalmente a
afectaciones provocadas por microorganismos bacterianos y fangicos
(levaduras), que presentan resistencia al tratamiento con antibiéticos, por otro
lado la anatomia de la oreja, del canino, predispone a la manifestacién de dicha
enfermedad, esto conlleva a la multiplicacién de ciertos microorganismos, a

causa de una mala ventilaciéon y ambiente oscuro (17).

La otitis externa es una inflamacion del canal auditivo externo. Debido a que el
canal auditivo del perro tiene forma de L, el liquido no puede drenar facilmente
por la abertura del canal auditivo. Ademas, el revestimiento del oido puede
inflamarse y engrosarse, impidiendo que el aire y el liquido entren y salgan del

canal auditivo (18).

La prevalencia y grupos de riesgo para la otitis entre las razas y la edad tienen
poco impacto, aunque la edad es mas comun durante 5 y 8 afios, el pastor
ovejero es unas de las razas de perros mas afectadas. Debido a las causas
anatomicas, un canal o conducto auditivo externo (CAE) estrecho, orejas caidas
y exceso de pelo en la entrada del canal auditivo. También son susceptibles a
esta enfermedad perros de raza Cocker, Caniches y Pekineses. Los perros de
caza, Pointer, Bracco, Terriers especialmente aquellos que rescatan victimas en

el agua y mantienen mojado el CAE o se exponen a cuerpos extrafios (19).

2.1.3. Tratamiento de la otitis en perros

Al iniciar el tratamiento se debe identificar y eliminar los factores de riesgo, hasta
lograr que se elimine la causa con el paso de los dias. Las alergias y cuerpo
extrafios en el canal auditivo de las mascotas, van a requerir una limpieza y
desinfeccién, seguidamente de la medicacion diaria. Es importante resaltar que
la medicacion se basa en la causa y condiciones secundarias, la limpieza del
canal auditivo debe realizarse por personas que estén adecuadamente

capacitadas, y para la limpieza se debe considerar usar cerumenoliticos para
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poder retirar el cerumen, agua con agente salino normal tibio, limpiador de oidos
y peréxido de carbamida, que tiene un efecto rapido para generar una mayor
solubilidad en el medio a través de su accién espumosa que genera la ruptura

de sustancias surfactantes y desechos (20).

El tratamiento eficaz de este problema depende de la duracion, eleccion y dosis
del antibiotico utilizado, existen gran variedad de medicamentos que se pueden
encontrar en el mercado para ser usados en casos de otitis, no obstante el
médico veterinario, debe priorizar usar antibioticos de acuerdo al patégeno que
esta causando la enfermedad, sea de origen fungica, bacteriana y por acaros, si
la infeccidn ha sido causada por una bacteria, el plan terapéutico debe realizarse,
una vez confirmado el cultivo y la prueba espectro bacteriano. Se recomiendan
antibiéticos, incluidas quinolonas, cefalosporinas, aminoglucésidos, penicilinas,
etc., para las infecciones por estafilococos y pseudomonas en combinacién con

penicilina, tetraciclina, lincosamidas, sulfonamidas y otros antibioticos (21).

2.1.4. Bacterias causantes de otitis en perros

Las bacterias que causan esta infeccion estan relacionadas con bacterias
gramnegativas que se caracterizan por su coloracién roja, después de haber
sufrido un procedimiento de tinciébn Gram, a diferencia de las grampositivas que
tifen diferente porque sus paredes celulares son distintas. Ambas pueden
ocasionar complicaciones y definitivamente existen antibioticos que ejercen
eficacia en estas dos tipos de bacterias, las gramnegativas se encuentran en
el interior de una capsula protectora, de esta manera los leucocitos no pueden
fagocitar los microorganismos, este tipo de bacteria protege a ciertos
antibiéticos debido a su membrana, un claro ejemplo es la penicilina, si esta
membrana comienza a deteriorarse, va a liberar ciertas sustancias toxicas, que
son llamadas “endotoxinas”, que agravan los cuadros clinicos causados por las

bacterias gramnegativas (22).

Lo anteriormente mencionado se relaciona con la estructura de la envoltura
celular, reflejando el tipo natural de la organizacién de los microorganismos,
siendo el grupo mas importantes de las bacterias, mientras que el resto son las

bacterias grampositivas (23). Las bacterias grampositivas tienen una membrana
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debil frente a la actividad de antimicrobianos a diferencia de las gramnegativas
que contienen una membrana externa resistente frente a los antibiéticos, en
especial con aquellos antibacterianos generan efecto en la pared celular

compuesta por peptidoglucanos (24).

Las bacterias que actian como comensales y por otro lado las patégenas,
aprovechan que el tejido auricular presenta lesiones, por lo cual producen
modificacion del pH y cambios en la microbiota normal del oido, para luego
colonizarlo. Esta proliferacion microbiana exacerba la respuesta inflamatoria en
el del canal auricular, Las bacterias comensales mas comunes son el
Staphylococcus intermedius (coagulasa positiva y negativa), Micrococcus spp. Yy
ocasionalmente coliformes. S. intermedius coagulasa positiva puede estar
presente en pequefas cantidades en oidos normales, incluso en ausencia de
cambios patologicos. S. intermedius se aisla en el 30-50% de los casos de otitis,
y €s mas comun en las infecciones agudas. Los patdgenos aislados con mayor
frecuencia son S. intermedius y los microorganismos gramnegativos
Pseudomonas spp., Proteus spp., Escherichia coli y Klebsiella spp., por tanto,
cuatro bacterias gramnegativas no suelen crecer en cultivos de material
extraidos de oidos normales. Pseudomonas spp. es mas comun en la otitis
cronica, lo que puede reflejar que este microorganismo tiene una buena
adaptabilidad a la humedad y al ambiente célido en los oidos, ya sea por

glandulas ceruminosas o hiperplasia dérmica (25).

Con respecto a las variables internas, los trastornos sistémicos pueden
manifestar signos y sintomas que van mas alla del oido. Ellos se pueden producir
por alergia o dermatitis atdpica, picaduras de pulgas, dermatitis alimentaria y
algunas dermatosis autoinmunes. De igual manera, estos componentes irritan
las glandulas que producen cerumen, lo cual incrementa la secrecion del mismo
y disminuye el flujo de aire en el oido, lo que propicia la proliferaciéon de
gérmenes. Ejemplos de causas secundarias son los microbios, entre los que se
encuentran las especies de Proteus spp., E. coli, Streptococcus spp. y
Staphylococcus spp. Estas bacterias forman comunmente el microbioma y

crecen cuando el microambiente esta alterado (21).

20



a) Pseudomonas spp.: es una bacteria bacilar gramnegativa, aerobia, no
esporulada, que mide en promedio de 1,5 a 5 um de longitud y de 0,5 a 1,0 um
de didmetro. Tienen uno o mas flagelos polares que hace que sean mdviles, ya
que principalmente P. aeruginosa tiene un solo flagelo, considerdndose en
algunos casos de cepas aisladas, con dos o tres flagelos; por consiguiente, esta
motilidad estd relacionada a la respuesta frente a estimulos quimicos,
denominado quimiotaxis, para encontrar bajas concentraciones de sustratos
(26).

Pseudomonas spp., tienen resistencia inherente a muchas clases de antibioticos
debido a sus paredes celulares altamente impermeables, Por otro lado, el
mecanismo molecular conduce al desarrollo de la resistencia fenotipica lo cual
conlleva a que este microorganismo presente una mutacion en el gen gyr A, y
pueda generar el adecuado enrollamiento de la doble hebra del ADN, y la
sobreexpresion de un sistema proteico conocido bombas de reflujo (bomba de
escape). P. aeruginosa es una bacteria que se caracteriza por su asociacién en

infecciones de oido pero menos comun a infecciones de piel.

En cada mascota se observa, que mediante hisopados obtenidos a partir de otitis
externas en mascotas, Pseudomonas spp. y Proteus spp. fueron las bacterias
gramnegativas recuperadas con mayor frecuencia (27). Genera una buena
resistencia natural frente a los antimicrobianos debido a que tienen una
capacidad extraordinaria para poder defenderse. Asimismo, su caracteristica de
producir biopeliculas sobre el epitelio, le otorga resistencia frente a la respuesta
inmune del huésped; asi como, su capacidad de presentar elementos de
multirresistencia, tiene una capa externa compleja que limita el paso de

elementos nutricionales y otros productos como los antimicrobianos (28).

b) Escherichia coli: en 1885 fue descrita y aislada por un pediatra aleman
llamado Escherich, el cual demostré que en el intestino existia E. coli como
comensal. Inicialmente se clasific6 como Bacterium coli commune, que se
traduce como “bacteria comun del colon”. En 1919 Castellani y Chalmers lo

denominaron en consideracion a Escherich como Escherichia convirtiéndose en
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el género distintivo de las enterobacteriaceas y E. coli una de las especies del

género mas conocido (29).

c) Klebsiella: pertenece a la familia Enterobacteriaceae, que consta de una
suma de especies bacterianas caracterizadas por ser gramnegativas, de
aproximadamente 0,6- 6 um de longitud y 0.3 pm de diametro, inmoviles de
apariencia viscosa, generalmente presentan capsula, producen lisina
descarboxilasa, son fermentadoras de lactosa, pero no ornitina descarboxilasa
(30).

d) Proteus spp.: fueron descubiertas por primera vez en 1885 por Gustav
Hauser, quien habia revelado su caracteristica de crecimiento intensivo.
Actualmente, el género se divide en P. mirabilis, P. vulgaris, P. penneri, P.
hauseri y tres genomospecies sin nombre 4, 5y 6 y consta de 80 serogrupos
antigénicos O (31). Las diferentes especies de Proteus generalmente no
fermentan la lactosa porque carecen de B-galactosidasa, pero se ha demostrado
gue algunas fermentan en pruebas de TSI, son ureasa positiva y puede ser
natural o adquirida, en cada infeccion adquirida, los microorganismos se
producen mediante procesos bioquimicos en respuesta a agentes

antimicrobianos, que parecen ser el resultado de mecanismos de defensa. (35).

Los microorganismos se vuelven resistentes a los agentes antimicrobianos por
muchas formas. Estas incluyen:

- Existen ciertas bacterias que destruyen el antimicrobiano a través de la
encima que producen, antes que este alcance su blanco, asi mismo, alteran al
antimicrobiano, de esta manera su blanco no podra reconocerlo.

— Ante la presencia de los agentes antimicrobianos la pared celular se
vuelve impermeable.

— La uniodn del agente antimicrobiano no sera posible en el lugar del ataque
a causa de una alteracion por mutacion.

— El agente antimicrobiano antes que pueda alcanzar su blanco, es
interferido por la bacteria ya que esta posee una bomba de flujo que empuja al

agente fuera de la célula.
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- Para evitar que el agente microbiano genere un dafio, se modifican
genéticamente las rutas metabdlicas especificas que se encuentran dentro del

microorganismo bacteriano (36).

La resistencia innata se caracteriza una caracteristica natural de la célula que
provoca una menor sensibilidad a un agente antimicrobiano en particular. La
resistencia adquirida es el resultado de cambios genéticos en un microorganismo
debido a mutacién o la adquisicibn de material genético extracromosomico.
Aunque las mutaciones pueden causar resistencia a los antimicrobianos en
algunos casos, el principal mecanismo por el cual se adquiere la resistencia es
transferencia horizontal de genes (HGT, por sus siglas en inglés). La HGT puede
ocurrir dentro 0 entre especies mediante especies por conjugacion,

transformacién o transduccion (56).

2.1.5. Identificacién de microorganismos

Entre las pruebas de laboratorio para la identificacion de las cepas bacterianas
se encuentran las pruebas bioquimicas. Entre estas tenemos:

- Prueba del citrato: el fosfato de amonio y el citrato de sodio proporcionan
nitrégeno y carbono, respectivamente, mientras que el azul de bromotimol se
utiliza para medir el pH del medio. Las bacterias que pueden degradar el citrato
y liberar iones de amonio pueden crecer en este medio. Junto con la eliminacion
del citrato (acido), esto hard que el medio se vuelva mas alcalino, como lo
demuestra el cambio de color del indicador de pH del medio, que pasa de verde
a azul (28).

- Medio SIM (Sulfuro - Indol - Movilidad): permite probar la fluidez, ver la
motilidad, productividad de indol y de sulfuro de hidrogeno, medio semisélido
utilizado para estudiar como se realiza la formacion de indol, movilidad y el SH»
en las bacterias entéricas gramnegativas, cepas maoviles se pueden observar por
el crecimiento turbio alrededor del lugar de siembra. Adecuado para

enterobacterias como E. coli, S. typhimurium y S. flexneri (43).

- Prueba de ureasa: esta prueba muestra que una enzima especifica

llamada ureasa cataliza la hidrélisis de la urea en ciertas bacterias, produciendo
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dos moléculas de amonio, agua y didxido de carbono, lo que le da a la muestra
un color rosa. El amoniaco en solucion reacciona con el carbonato para producir
alcalinizacion y un aumento del pH del medio. Como inoculante, se afiade un asa
del cultivo puro del microbio al caldo de urea. El color es rosado en el pico de

flauta si la lectura es positiva; si es negativa, el color es amarillo (37).

- Medio LIA: un medio diferencial para la identificacion de enterobacterias
basado en su capacidad para fermentar glucosa, degradar lisina y producir H>S.
Es utilizado para diferenciar bacilos gramnegativos entéricos, generalmente del
género Salmonella, basado en la produccién de H2S y la actividad de la enzima
lisina decarboxilasa (38). En esta prueba se podra apreciar.

a) Descarboxilacion de lisina: Es positiva, con superficie alcalina (violeta)/fondo
(violeta) alcalino. Es negativa: superficie alcalina (pico violeta) y fondo acido
(amarillo).

b) Desaminacion de lisina: Es positiva, con superficie carmesiy fondo acido. Esto
ocurre con ciertas especies de Morganella, cepas de Proteus y Providencia.

c¢) Produccién de SH»: Es positivo con ennegrecimiento del medio de cultivo, en
especial entre la superficie y la profundidad. Es negativo cuando no hay cambio

en el color del medio de cultivo (39).

- Medio TSI (agar triple azucar hierro): sirve como guia para la
identificacion preliminar de bacterias gramnegativas. Se basa en la demostracion
de que los carbohidratos preexistentes pueden fermentar y liberar sulfuro de
hidrégeno y gas. El medio TSI contiene tres azucares fermentables: glucosa,
lactosa y sacarosa. Debido a que contiene cuatro derivados proteicos (peptona,
extracto de carne, extracto de levadura y peptona proteosa), el medio también
€s un agar muy rico en nutrientes. También contiene sulfato ferroso de amonio,
cloruro de sodio, tiosulfato de sodio, rojo de fenol y agar. Dado que el microbio
es incapaz de digerir la glucosa del medio de cultivo, se excluye inmediatamente
de la familia Enterobacteriaceae (40). En este medio, se observa un cambio de
color en el medio de cultivo y la produccién de gas.

a) Parte superior de color rojo (alcalina)/fondo amarillo (acido) por lo tanto,

el microorganismo solo metaboliza glucosa.
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b) Parte superior éacida (amarillo)/fondo (amarillo), el microorganismo
metaboliza tanto glucosa, lactosa, asi como sacarosa.

C) Parte superior alcalino (rojo)/fondo alcalino (rojo), indica que el
microorganismo es no fermentador de azUcares.

d) Indica produccion con gas en el microorganismo cuando se ven burbujas

o la ruptura del medio de cultivo (41).

2.1.6. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad a los antibiéticos se evidencia mediante la prueba de difusion
en disco o de Kirby Bauer (KB), o también llamada como prueba KB, en la cual
se coloca un disco el cual contiene un antibiético para determinar si bacterias
especificas son susceptibles a un antibiético especifico. En primer lugar, se aisla
del paciente un cultivo bacteriano puro, se cultiva una porcidon conocida de
bacterias durante la noche en una placa de agar en presencia de un disco
delgado que contiene una porcion conocida de un antibiético. Si las bacterias
son sensibles a un antibiético particular en el disco, aparecera un area de medio
trasparente llamada zona de inhibicion alrededor del disco, una zona de
inhibicion mas grande alrededor de los discos que contiene antibioticos,

indicando que las bacterias son mas sensibles a los antibidticos en discos (42).

Los antibiogramas en disco y placa, basados en la técnica de Kirby Bauer, son
procedimientos recomendados por el National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS), para evaluar la susceptibilidad de las bacterias a los
agentes antimicrobiano. Los antibiogramas en disco-placa implican colocar
discos (de papel filtro) impregnados con diferentes antimicrobianos sobre la
superficie del agar Mueller Hinton contenido en una placa de Petri, donde
previamente se sembré un microorganismo. Cuando el disco lleno de
antimicrobiano entra en contacto con la superficie hameda del agar, el
antimicrobiano se difunde radialmente a través del medio de cultivo, formandose
un gradiente de concentracion. Después de 18 a 24 h de iniciada la prueba,
alrededor de los discos aparecen areas de inhibicibn o no crecimiento
microbiano. La concentracion de antibiéticos en la interfaz entre los
microorganismos que estan desarrollando y microorganismo inhibidos

denominandose concentracion critica y se relaciona con la concentracion minima
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inhibitoria (CMI) obtenida mediante el método de dilucién; no en tanto, los
métodos disco y placa no se relaciona con la lectura del valor de la CMI, para su
cuantificacion, basta con que el sistema disco - placa haya sido comparado
previamente con un numero de cepas de CMI reconocidas que han estado
previamente evaluadas por otros métodos de susceptibilidad antimicrobiana. La
prueba es realizada con cientos de bacterias para disminuir el error, por lo cual
el halo de inhibicién obtenido es medido para cada cepa testada, la medicion se
representa graficamente con la CMI para obtener una linea de concordancia, que
indica la relacion entre las CMI y los diametros de los halos inhibicion, luego es
extrapolado en el grafico y se determina la CMI de una cepa; por lo tanto, cada
antimicrobiano tiene un didmetro de inhibicién estandarizado (expresado en
milimetros). Las lecturas en los halos de inhibicidn se interpretan como sensible
“S” (presencia de halos de inhibicidn), intermedia (I) o resistente “R”, (no hay halo
de inhibicién) (R) (Anexo 1) (43).

2.2. Antecedentes

En algunas zonas de Lima, Perq, se identifico la etiologia bacteriana de los casos
de otitis canina y se determiné la sensibilidad antimicrobiana de las bacterias
obtenidas. Los datos se recopilaron entre junio de 2010 y junio de 2011 en un
laboratorio clinico-veterinario de Lima a lo largo de un afio. El 58 % de las
bacterias aisladas pertenecian al género Staphylococcus, el 16% a
Pseudomonas aeruginosa y el 6,5% a Enterobacter aerogenes. Los antibiéticos
mas eficaces en términos de sensibilidad fueron la ciprofloxacina, la polimixina
B, la amikacina, el ceftiofur y el meropenem. Sin embargo, los antibiéticos que
mostraron una mayor resistencia antibacteriana frente a los agentes aislados
fueron la oxitetraciclina, la amoxicilina, el sulfatrimetropim, la claritromicina, la

azitromicina y la cefazolina (38).

Se examino la sensibilidad antimicrobiana de las especies de Staphylococcus
aisladas de la piodermia canina en el distrito de Esperanza - Truijillo, Perd. Se
recolectaron cuarenta y dos muestras y treinta cepas de especies de
Staphylococcus. Se evalud la sensibilidad antimicrobiana mediane el método
Kirby-Bauer. Se observé que la gentamicina y la ciprofloxacina eran eficaces en

un 73,3 % y un 76,6 % contra diferentes cepas de especies de Staphylococcus,
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respectivamente. A pesar que los antibioticos eritromicina y ceftriaxona fueron
los mas eficientes, se observd individualmente un 53,3% de resistencia en
especies de Staphylococcus. ElI 70% de los aislados de Staphylococcus spp.
presentaban multirresistencia, en cambio, el 30% de las cepas eran sensibles a

la oxacilina (39).

Se investigo la prevalencia de la otitis externa canina y su relacién con la raza,
la edad y el sexo en pacientes tratados en Veterinaria Sophis en Chiclayo, Perd,
entre octubre y diciembre de 2017. Se evalu6 a un total de 330 perros, incluyendo
30 razas pequeias, 248 razas medianas y 52 razas grandes. Los perros
menores de un afo (160), los perros de entre dos y seis afios (124) y los perros
mayores de seis afios (46) constituian las 146 hembras y los 184 machos por
sexo. Se aplicd un examen clinico para evaluar el estado de los pacientes. La
prevalencia de otitis externa fue del 13,33 % entre los 44 casos que se detectaron
durante el periodo de estudio. La prevalencia por edad de esta infeccion fue del
11,88 % en perros menores de un afno, del 15,32 % en perros entre dos y seis
afos, y del 13,04 % en perros mayores de seis afios. Por sexos, los porcentajes
fueron del 11,64% para las hembras y del 14,67% en machos. El porcentaje
incluia un 13,3% de perros pequefios, un 14,52% de perros medianos y un 7,69%

de perros de raza grande (5).

De manera similar, en una clinica de Lima, Peru, en casos de otitis externa en
perros, se evalud la resistencia antimicrobiana de los estafilococos coagulasa
positiva (CoPS) aislados. Se utilizaron los farmacos que habitualmente se
prescriben en la practica clinica para tratar esta afeccion. Se recolectaron 148
muestras de secrecion auricular de 104 perros que presentaban otitis externa
gue recibieron tratamiento durante seis meses. Los resultados indican que 105
de los 137 aislados identificados como Staphylococcus spp. eran CoPS. Las
bacterias mostraron los niveles mas altos de sensibilidad a la nitrofurantoina con

valores del 82,1% y de resistencia al antibiético ciprofloxacina con 27,4% (8).

Del mismo modo, otra investigacion evaluo la frecuencia de reportes de otitis de
origen bacteriano en caninos, su etiologia asi como la resistencia a los

antimicrobianos utilizando muestras preparadas en un laboratorio veterinario
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especializado en microbiologia entre 2001 y 2006. De los 429 registros de
laboratorio que se utilizaron, Staphylococcus intermedius fue la méas prevalente
(27,7%), ademas se encontraron otras especies destacables como
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus sp. y Staphylococcus sp. El 63,6% de
las enfermedades Oticas estaban causadas por una sola especie bacteriana.
Mediante el método de susceptibilidad de Kirby-Bauer, se obtuvo que, el efecto
antimicrobiano de las sulfas, tetraciclinas, penicilinas, macrolidos y lincosamidas,
fue el mas bajo, sin embargo, la susceptibilidad bacteriana fue la mas alta para
los aminoglucésidos, cefalosporinas, quinolonas y penicilinas, mezcladas con

inhibidores de betalactamasas (40).

Otro estudio examino la prevalencia y la susceptibilidad a los antibiéticos de las
bacterias aisladas en pacientes caninos con otitis externa tratados en la Clinica
Veterinaria Docente Cayetano Heredia entre 2014 y 2018. Se determin6 que
Pseudomonas spp. (23,79%) presentd la segunda prevalencia mas alta, después
de Staphylococcus spp. (63,11%). Ademas, se encontré porcentajes mas altos
de resistencia a los antibidticos clindamicina, tetraciclina y sulfas (81,83%,
97,62% y 89,66%, respectivamente). La sensibilidad al carbapenem fue alta
(92,86 %). Pseudomonas, mostré la mayor resistencia a multiples medicamentos
(XDR), y Staphylococcus, mostré la mayor resistencia a multiples medicamentos
(MDR), se encontr6 un mayor porcentaje de infecciones polibacterianas (41).

Un estudio en Montevideo se centré en cepas de Staphylococcus con resistencia
a la meticilina, aisladas de perros sanos (portadores), asi como enfermos (oreja
y piel). En un periodo de un afio, se recolectaron las muestras en el Centro
Hospitalario de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de la
Republica. De las 67 cepas bacterianas aisladas, se identificaron nueve especies
de estafilococos, S. pseudointermedius, S. argenteus, S. cohnii, S. hemolyticus,
S. epidermidis, S. arlettae, S. scheiflieri, S. xylosus y S. nepalensis. Se encontré
gue siete cepas poseian el gen mecA, de resistente a la meticilina. La resistencia
a mas de tres clases de antibidticos llevo a la clasificacion de diez bacterias mas

como MDR (multirresistentes) (42).
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En Chile se evalu6é la frecuencia resistencia antibidtica de aislados de
estafilococos coagulasa positivos (CPS) en casos clinicos de otitis externa,
ademas de determinar la concentracibn minima inhibitoria (CMI). De las 103
muestras de pacientes caninos con otitis externa se obtuvieron 53 aislamientos
de CPS (51,5 %), recuperdndose tres especies: S. intermedius (73,6 %), S.
schleiferi subsp. coagulans (22,6 %) y S. aureus (3,8 %). S. schleiferi subsp.
coagulans fue reconocida por primera vez en Chile, como patdégeno en casos
clinicos de otitis externa. No se encontraron cepas de SCP resistentes a todos
los farmacos probados, pero el 30,2% de las bacterias de SCP mostraron
multirresistencia (a tres 0 mas antibidticos), mientras que el 58,5% de las
bacterias de SCP fueron resistentes a un antibiético. El 47,2% de las cepas
fueron resistentes a la amoxicilina. Los farmacos mas eficaces fueron la
mupirocina y la oxacilina, con una tasa de resistencia del 2,3%. De las 39 cepas
de S. intermedius que se aislaron, la oxacilina fue el antibiético mas eficaz (0 %
de resistencia) y la amoxicilina fue el menos eficaz (53,9 % de resistencia). Se
observo resistencia antibidtica en el 33 % de las cepas de S. schleiferi subsp.
coagulans. Aunque la clindamicina tuvo la tasa de eficacia mas baja (25 % de
resistencia), los antibioticos mas eficaces fueron la oxacilina, la tetraciclina y la

doxiciclina; ninguna bacteria desarrollo resistencia a ellos (14).

En Bogota (Colombia), se aislaron especies de Staphylococcus en el cerumen
de perros sanos. Se realizaron antibiogramas en los aislados para diagnosticar
su susceptibilidad o resistencia a la cefalotina, el trimetoprim/sulfametoxazol, la
gentamicina y la oxacilina. Es posible que el microbioma del conducto auditivo
de los perros ya mostrara resistencia a la cefalotina, el
trimetoprim/sulfametoxazol y la oxacilina, a pesar de ser benigno y no haber
recibido tratamiento antibiético. Sin embargo, se observé sensibilidad a la
gentamicina en todas las muestras examinadas. Estos resultados llevaron a la
conclusibn de que las especies de Staphylococcus identificadas tenian
betalactamasas de tipo D, segun la clasificacion de Ambler, asi como resistencia
a la gentamicina, uno de los farmacos mas comunes y convencionales en

medicina veterinaria (43).
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Finalmente, para identificar patrones de sensibilidad a los antibidticos, se
examinaron especies de Staphylococcus aisladas de perros que padecian otitis
externa cronica en Estambul (Turquia). Las muestras de oido fueron
recolectadas de 100 perros con sospecha de otitis externa que ingresaron en las
clinicas de la Facultad de Veterinaria Cerrahpasa de la Universidad de Estambul.
Los perros eran de distintas edades, razas y sexos. Las técnicas de aislamiento
bacteriano fueron estandar. Se utiliz6 el sistema automatizado de microbiologia
BD Phoenix para la identificacion bacteriana, asi como para la evaluacién de la
sensibilidad de los microorganismos a diversos antibiéticos. El 36% muestras
contenia especies de Staphylococcus: S. pseudintermedius (41,6%), S. aureus
(22,2%), S. epidermidis (11,1%), S. hyicus (5,5%) y S. chromogenes (5,5 %). De
las especies de Staphylococcus aisladas, el 8,3 % eran resistentes a la
enrofloxacina, la ampicilina-sulbactam y la penicilina; el 11,1 % eran resistentes
a la marbofloxacina; el 16,6 % eran resistentes a la doxiciclina; el 19,4 % eran
resistentes a la amoxicilina-acido clavulanico, la eritromicina y la gentamicina; y
el 25 % eran resistentes a la tetraciclina, la clindamicina y la sulfonamida.
Ninguna de las muestras mostro signos de resistencia a la meticilina. De las 36

cepas aisladas, 11 (30,5 %) presentaban resistencia a multiples farmacos (6).
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Hipoétesis
La sensibilidad antimicrobiana de las bacterias aisladas corresponde al 60% de

las muestras evaluadas.

3.2. Disefio metodoldgico
3.2.1. Localizacioén
El estudio se realiz6 en tres veterinarias del distrito de Zarumilla del

departamento de Tumbes, en los meses de junio a octubre de 2023 (Figura 1).
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Figura 1. Localizacion geogréfica del distrito de Zarumilla, provincia de Zarumilla,
Tumbes.



3.2.2. Tipo de investigacion
El tipo de investigacion fue béasica y descriptiva (transversal). Se aislaron
bacterias a partir de infecciones oticas en perros atendidos en veterinarias del

distrito de Zarumilla — Tumbes.

3.2.3. Materiales y equipos

Se utilizaron hisopos estériles, pinzas, Chromagar mastitis GN, agar CETRIMIDE, agar
Luria Bertani, agar tripticasa soya, discos de sensibilidad, glicerol, tira para oxidasa,
agua oxigenada, oligonucleétidos especificos, master mix PCR. Los equipos fueron
incubadora DLAB, termociclador Blue-Ray Biotech, centrifuga Hettich, equipo de

electroforesis DLAB, transiluminador Biometra.

3.2.4. Poblacién, muestray muestreo

Las cepas bacterianas se aislaron de hisopados obtenidos de 58 perros
diagnosticados con otitis externa, atendidos en tres veterinarias del distrito de
Zarumilla del departamento de Tumbes, en los meses de junio a octubre de 2023
(Figura 1). El tamafio de muestra fue calculada a partir de una poblacion de 405
perros, basada en la informacion recogida en las visitas médicas a las
instalaciones veterinarias privadas de Zarumilla (Veterinaria Pets Land,
veterinaria Fénix y veterinaria ABIVET). En cuanto a los hisopados, estos fueron
realizados considerando el procedimiento utilizado por Calderon (46), y estas
muestras fueron trasladadas en cadena de frio (4 a 8 °C) hasta el laboratorio,
donde fueron conservadas hasta su procesamiento (no mas de 24 horas de

conservacion).

Las bacterias gramnegativas se aislaron e identificaron fenotipicamente en agar
cromogénico CHROMagar Mastitis GN (MS252/N) y en agar CETRIMIDE
(Merck, Alemania). Cada una de las cepas aisladas fue purificada repetidas
veces en agar TSA (agar tripticasa soya. OXOID, Reino Unido) y conservadas
en medio Luria Bertani (OXOID, Reino Unido) con 30% de glicerol a temperatura
de congelacién (-20 °C). Para realizar los ensayos de identificacion y sensibilidad
bacteriana, las cepas fueron activadas en medio de cultivo TSB (caldo tripticasa
soya. OXOID, Reino Unido). Todos los cultivos fueron realizados a 30°C por 48

horas. Adicionalmente, para la identificacion fenotipica fueron consideradas la
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caracteristica de las bacterias frente a la tincion de Gram, y reacciones

bioguimicas como catalasa y oxidasa).

3.2.5. Identificacién molecular mediante oligonucle6tidos especificos
Para la extraccion de ADN a partir de los cultivos se sigui6 el procedimiento de
Gustincich (47). Luego, género y especie especificos, para las reacciones de

PCR se emplearon cebadores segun como se detalla en el siguiente cuadro:

Cuadro 1. Secuencias de cebadores especificos para género y especie para la

identificacion por PCR de patogenos aislados a partir de secreciones oticas

Producto Referencia

Patégeno Gen Secuencia del cebador Perfil térmico (b) bibliografica

16SF 5-AGA GTT TGA TCC TGG  94° C (5 min), 30 ciclos de
Pseudomonas 16S CTC AG-3 94° C (30s), 60° C (30s), y

aeruginosa ARNr 16SR 5-CTA CGG CTACCTTGT 72° C (90s), extension 1351 48
TAC GA-3’ final a 72° C (10 min)
gyrA-A5-CGC GTA CTATAC 94° C (5 min), 30 ciclos de
. GCC ATG AAC GTA-3 94° C (30s), 55° C (30s), y
Klebsiellaspp.  gyrA — 0 C5ACC GTT GAT CAC  72° C (90s), extension 4% 49
TTC GGT CAG G-3’ final a 72° C (10 min
ECA75F 5-GGA AGA AGC TTG 94°C (5 min), 30 ciclos de
Escherichia 16S CITCTTTGC TGAC-3 94°C (30 s), 60°C (30 s) y 544 50
coli ARNr ECR619R 5-AGC CCG GGG ATT 72°C (40 s), extension
TCA CAT CTG ACT TA-3 final @ 72°C (10 min).

Se prepararon 20 uL de volumen de reaccién con master mix 2X GeneOn GmbH
(0.1U/uL Taq DNA Polimerasa, 0.4 mM dGTP, 0.4 mM dTTP, 0.4 mM dCTP, 0.4
mM dATP, 4 mM MgSQOs, 20 mM KCI, 16 mM (NH4)2S04, 20 mM Tris-HCI, pH
8.8), 10 pmol de cada primer y 1 uL de ADN extraido. La PCR se realizé en un
termociclador (modelo TurboCycler 2, Blue-Ray Biotech, Taiwan) con los perfiles
térmicos recomendados en el cuadro 1. Después de la evaluacion en un gel de
agarosa (1,5%) utilizando tampon de migracion TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA pH
8,3) y la tincién con bromuro de etidio, los productos de amplificacién de la PCR
se observaron utilizando un transiluminador UV (modelo Standard Power Pack
P25, Biometra, Alemania).

3.2.6. Prueba de sensibilidad antimicrobiana

Para la prueba de susceptibilidad se sigui6 la metodologia de Kirby-Bauer, en
donde se determina la susceptibilidad o resistencia segun el diametro del halo
de inhibicibn (52). Los antibidticos utilizados fueron: florfenicol,

trimetoprim/sulfametoxazol, enrofloxacina, ciprofloxacina, norfloxacina vy
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oxitetraciclina. Se prepar6 en solucion salina 0.9% un inoculé bacteriano
correspondiente al tubo 0.5 de la escala de McFarland (108 bacterias/mL), el cual
fue sembrado con hisopos estériles sobre placas de Petri con agar Mueller-
Hinton, en tres direcciones para asegurar una buena distribucién del indculo, y
las zonas de inhibicibn bacteriana sean uniformemente circulares. A
continuacion, se utilizaron unas pinzas estériles para colocar los discos de
sensibilidad con concentraciones conocidas de antibiéticos (OXOID, Reino
Unido). Los halos inhibitorios se midieron en milimetros tras un periodo de
incubacion en aerobiosis de 24 horas a 37°C. Para interpretar los resultados se
siguieron las directrices del CLSI (53, 54), evaluandolos como sensible,

intermedio o resistente (Cuadro 2).

Cuadro 2. Valores de referencia para la interpretacion de halos de inhibicién
(mm) en pruebas de susceptibilidad a antibacterianos, basados en el CLSI

(Clinical and Laboratory Standards Institute).

Antibistico Concentracion Diametro (mm)
(ug) Resistente  Intermedio  Sensible
Enrofloxacina 30 <16 17 - 22 >23
Ciprofloxacina 5 <15 16 - 20 =21
Florfenicol 30 <7 8-11 212
Norfloxacina 10 <12 13-16 217
Oxitetraciclina 30 <21 22 -27 > 28
Trimetoprim/Sulfametoxazol  1.25/23.75 <10 11-15 =16

En el Anexo 2 se resume el procedimiento realizado.

3.3. Evaluacion y manejo de datos
El tratamiento de los datos, las tablas y las estadisticas descriptivas se realizaron
en una hoja de calculo de Microsoft Excel. La comparacion de las variables se

realizd con la prueba Chi cuadrado.

3.4. Consideraciones éticas
Se tuvo responsabilidad y respeto animal en la obtencién de las muestras para

minimizar el dolor del animal, asi como para garantizar su bienestar.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aislamiento e identificacion molecular de especies bacterianas
gramnegativas asociadas a otitis externa en perros

De acuerdo con la informacion de la Tabla 1, se analizaron 58 perros con otitis
externa, de los cuales se obtuvieron 38 aislados bacterianos gramnegativos.
Considerando el total de perros evaluados, E. coli fue la bacteria mas frecuente,
aislandose en 44.83% (26/58) de los casos, seguida de Klebsiella spp. con
13.79% (8/58) y P. aeruginosa con 6.9% (4/58). Asimismo, se identificaron
infecciones bacterianas mixtas por E. coli y Klebsiella spp. en el 3.45% (2/58) de
los perros evaluados. Los resultados coinciden con lo reportado en la literatura,
donde las bacterias gramnegativas como P. aeruginosa, E. coli, Proteus mirabilis
y Klebsiella spp., y de grampositivas S. aureus, S. pyogenes, se describen como
agentes etioldgicos frecuentes de otitis externa en perros, y donde es comun la
presencia de infecciones bacterianas mixtas. De igual forma, el hallazgo de
infecciones mixtas en un porcentaje reducido de animales es consistente con la
literatura, que sefiala que la otitis externa suele tener un origen multifactorial y

puede involucrar la interaccién de mas de un agente bacteriano (55).

En el estudio realizado por Wingopoulou et al. (56), obtuvieron frecuencias de
aislamiento de E. coli de 33.3% (26/78). Asimismo, otros estudios reportan mayor
namero de aislamientos de P. aeruginosa que va entre 22 y 62% en otitis cronica
(enfermedades persistentes y recurrentes), esto debido a su capacidad de crear
biopeliculas (57, 58). De igual forma, para la bacteria Klebsiella spp. se reportan
frecuencias de aislamiento que van del 4.34 a 27.6% en infecciones otologicas
de perros (59, 60, 61). Estas bacterias aisladas son consideradas como causas
secundarias de infeccién, que implican una mayor morbilidad, progresién de la
enfermedad y la reduccion de la eficacia del tratamiento por ser muchas de ellas

multirresistentes frente a los antibidticos convencionales (62).
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Tabla 1. Informacion de las 38 cepas de bacterias gramnegativas aisladas del

canal auditivo de perros del distrito de Zarumilla, Tumbes, 2023

Id;;:giizggn Raza Sexo (iggg) Otitis Gram Catalasa Oxidasa baEcSéE(rai;ir?aa
WSY01 Mestizo® Macho 1 Si - + - Klebsiella spp.
WSY02 Mestizo Hembra 4 Si - + - E. coli
WSY03 Mestizo Macho 1 Si - + - Klebsiella spp.
WSY04 Klebsiella spp.

Mestizo Macho 5 Si - + -
WSY05 E. coli
WSYO06 Chihuahua Macho 3 Si - + - E. coli
WSYO07 Pug Hembra 1 Si - + - E. coli
WSYO08 Mestizo Macho 2 Si - + - Klebsiella spp.
WSY09 Mestizo Hembra 1 Si - + - P. aeruginosa
WSY10 Mestizo Hembra 0.25 Si - + - E. coli
WSsY11 RGe‘t’r'i‘l‘f/gr Hembra 1 Si - + - E. coll
WSY12 Mestizo Macho 2 Si - + - E. coli
WSY13 Mestizo Hembra 1 Si - + - Klebsiella spp.
WSY14 Mestizo Hembra 0.4 Si - + - E. coli
WSY15 Mestizo Hembra 5 Si - + - E. coli
WSY16 Mestizo Macho 5 Si - + - E. coli
WSY17 Mestizo Macho 4 Si - + - E. coli
WSY18 Klebsiella spp.
Mestizo Macho 6 Si - + -
WSY19 E. coli
WSY20 Mestizo Macho 0.7 Si - + - E. coli
WSsY21 Mestizo Macho 0.4 Si - + - E. coli
WSY22 Mestizo Hembra 7 Si - + - E. coli
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WSY23 Mestizo Macho 10 Si - + - E. coli

WSY?24 Mestizo Hembra 5 Si - + - E. coli
WSY25 Mestizo Hembra 1.5 Si - + - E. coli
WSY26 Mestizo Macho 1.3 Si - + - E. coli
WSY27 Mestizo Hembra 1.5 Si - + - E. coli
WSY28 Mestizo Macho 1.3 Si - + - E. coli
WSY29 Mestizo Macho 0.7 Si - + - E. coli
WSY30 Shitzu Macho 5 Si - + + P. aeruginosa
WSY31 Labrador Hembra 1.25 Si - + - E. coli
WSY32 B;ggtliéosg Macho 15 Si - + - Klebsiella spp.
WSY33 Mestizo Hembra 4 Si - + - E. coli
WSY34 Mestizo Hembra 11 Si - + + E. coli
WSY35 Mestizo Macho 6 Si - + - E. coli
WSY36 Mestizo Macho 1 Si - + - Klebsiella spp.
WSY37 Mestizo Macho 3.5 Si - + - P. aeruginosa
WSY38 Mestizo Macho 3 Si - + - P. aeruginosa

a. Identificacion molecular mediante prueba de PCR con primers especificos.

b. Conocida como "raza mixta" o "perro criollo", aquel perro que no pertenece a ninguna raza en
particular.

Por otra parte, se muestra que los perros mestizos presentaron mayor proporcion
de aislamientos de bacterias gramnegativas 51.72% (30/58) con respecto a los
perros de raza donde se obtuvo una frecuencia de 10.34% (6/58). La prueba de
Chi-cuadrado (Anexo 3) muestra que hay diferencias significativas entre la raza
y la presencia de bacterias gramnegativas en los aislados 6ticos (p=0,0408),
posiblemente debido a que la poblacion total de perros de esta “raza” son
atendidos en las veterinarias evaluadas; no en tanto, algunos estudios indican
que los perros mestizos presentan una mayor incidencia de aislamientos

bacterianos en las muestras de piel (59, 63).
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Con relacion a las caracteristicas de los animales evaluados, se observo que
entre los perros con aislamiento bacteriano las mayores frecuencias
correspondieron a perros mestizos, con 30 casos (51.72% del total de muestras
analizadas), mientras que los perros de raza representaron 6 casos (10.34%).
La prueba de Chi-cuadrado aplicada al total de perros evaluados (Anexo 3)
mostré una asociacion significativa entre la raza y la presencia de bacterias
gramnegativas (p = 0.0408). Este hallazgo puede estar influenciado por la mayor
proporcion de perros mestizos que acuden a las veterinarias muestreadas, lo
gue es consistente con reportes que indican mayor frecuencia de aislamientos

bacterianos en animales mestizos en estudios dermatoldgicos similares (59, 63).

Desde el punto de vista clinico, los hallazgos de este estudio reafirman la
importancia del diagnéstico microbiol6gico especifico en casos de otitis externa,
ya que el uso empirico de antimicrobianos puede ser ineficaz ante cepas
resistentes o formadoras de biopeliculas. Ademds, la predominancia de
bacterias fermentadoras gramnegativas como E. coli y Klebsiella spp. sugiere un
perfil etiolégico distinto al de regiones donde predominan cocos grampositivos

como S. pseudintermedius (64)

4.2. Patréon de susceptibilidad de las cepas de especies de bacterias

gramnegativas, aisladas de caninos con otitis externa.

Tabla 2. Patron de susceptibilidad a antibiéticos en 38 cepas de bacterias
gramnegativas recuperadas de conductos auditivos de perros del distrito de
Zarumilla, Tumbes, 2023

Identificacion  Perfil de Perfil de Identificacion Perfil de Perfil de
de lacepa sensibilidad® resistencia® delacepa sensibilidad® resistencia?

TRI, CIP, TRI, ENR, NOR,
WSYO01 FLOR, ENR NOR, OXI WSY20 FLOR, CIP OXI
WSY02 FLOR, CIP, NOR TRI, ENR, WSY21 FLOR, TRI ENR, CIP, NOR,
OXI OXI
WSYO03 FLOR, ENR, CIP TRI(’)’)\I(PR’ WSY22 FLOR, CIP, NOR TRI, ENR, OXI
FLOR, ENR, FLOR, ENR, NOR,
WSY04 CIP, NOR, OXI TRI WSY23 OXI TRI, CIP
FLOR, ENR,
WSYO05 CIP, NOR TRI, OXI WSY24 FLOR, TRI, OXI ENR, CIP, NOR
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FLOR, TRI, CIP, FLOR, ENR, CIP,

WSYO06 NOR ENR, OXI WSY25 NOR TRI, OXI
CIP, NOR, FLOR, TRI, CIP,
WSYO07 FLOR, TRI, ENR OXI WSY26 ENR NOR, OXI
ENR, CIP,
WSYO08 FLOR, TRI NOR, OXI WSY27 FLOR, CIP, NOR, OXI TRI, ENR
FLOR, ENR, FLOR, ENR, CIP,
WSY09 CIP, NOR, OXI TRI WSY28 NOR, OXI TRI
ENR, CIP,
WSY10 FLOR, TRI NOR, OXI WSY29 FLOR, CIP, OXI TRI, ENR, NOR
FLOR, ENR, FLOR, CIP,
WSY11 CIP, NOR TRI, OXI WSY30 TRI, ENR NOR, OXI
FLOR, CIP,
WSY12 NOR, OXI TRI, ENR WSY31 FLOR, CIP, NOR TRI, ENR, OXI
TRI, ENR,
WSY13 FLOR CIP, NOR, WSY32 FLOR, TRI, ENR CIP, NOR, OXI
OXIl
FLOR, ENR, TRI, ENR, CIP,
WSY14 NOR TRI, CIP, OXI WSY33 FLOR, NOR OXI
WSY15 FLOR, ENR, TRI, OXI WSY34 FLOR, TRI, ENR, CIP NOR, OXI
CIP, NOR
WSY16 FLOR, ENR TRI, CIP, WSY35 FLOR, ENR, CIP, OXI TRI, CIP
' NOR, OXI ' ' ' '
TRI, ENR,
WSY17 FLOR CIP, NOR, WSY36 TRI, NOR FLOR, ENR, CIP,
OXI
OXIl
FLOR, ENR, TRI, ENR, CIP,
WSY18 CIP, NOR, OXI TRI WSY37 FLOR NOR, OXI
WSY19 FLOR, ENR, CIP TRI(’)’;IOR’ WSY38 TRI, NOR FLOR’(E;IIR’ ciP,

a2 FLOR, florfenicol; TRI, Trimetoprim/ Sulfametoxazol; CIP, ciprofloxacina; ENR, enrofloxacina;
NOR, norfloxacina; OXI, oxitetraciclina.

Los datos relacionados al patron de sensibilidad y resistencia antibiética (por el
método de Kirby Bauer) en cepas aisladas de perros infectados por bacterias
gramnegativas en canales auditivos se muestran en la Tabla 2. La informacién
sobre las pruebas de sensibilidad fue realizada con los antibacterianos mas
utilizados en la préactica veterinaria, que involucra a florfenicol, enrofloxacina,

trimetoprim/sulfametoxazol, ciprofloxacina, norfloxacina y oxitetraciclina.

Al evaluar el perfil de resistencia y sensibilidad de las bacterias gramnegativas
aisladas, se observo que todas las cepas presentaron resistencia al menos a un
antimicrobiano, lo que evidencia la presencia generalizada de mecanismos de
resistencia adquirida en la poblacion estudiada. Sin embargo, al aplicar la
definicién internacional de multirresistencia propuesta por Magiorakos et al. (69),

gue considera multidrogo-resistente (MDR) a toda cepa resistente a tres 0 mas
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clases diferentes de antimicrobianos, unicamente 6 de las 38 cepas (15.79 %)
cumplieron este criterio. Estas cepas mostraron resistencia simultanea a
fluoroquinolonas, sulfonamidas/diaminopirimidinas y, adicionalmente, a fenicol o
tetraciclinas. Si bien la proporcién de MDR es moderada, la elevada resistencia
a sulfonamidas y tetraciclinas, junto con la variabilidad observada en las
fluoroquinolonas, sugiere un uso frecuente y posiblemente no optimizado de
estos antimicrobianos en la practica veterinaria local, lo que podria estar

contribuyendo a la seleccidén de cepas con resistencia ampliada (64).

En el caso de P. aeruginosa, la cepa aislada (WSY09) no mostré el patron de
resistencia caracteristico descrito en la literatura para esta especie. Por el
contrario, presentd sensibilidad a ciprofloxacina, norfloxacina, enrofloxacina y
oxitetraciclina, y uUnicamente evidencio resistencia frente a trimetoprim—
sulfametoxazol. Si bien P. aeruginosa es reconocida por su capacidad intrinseca
y adquirida de generar multirresistencia, especialmente frente a fluoroquinolonas
y tetraciclinas, en la poblacion evaluada esto no se observé, lo que sugiere la
posible circulacién de una cepa menos resistente o la ausencia de exposicién

antimicrobiana previa significativa (62, 66).

Cabe destacar que varias cepas bacterianas como la WSY13, WSY17 y WSY30
presentaron resistencia a cuatro o mas antibioticos, lo que refuerza la necesidad
de establecer protocolos racionales para el uso de antimicrobianos en medicina
veterinaria, especialmente en zonas urbanas y rurales de Zarumilla, donde el
acceso a pruebas de laboratorio es limitado y los tratamientos suelen iniciarse
sin diagnostico microbioldgico previo (59).
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Oxitetraciclina 28 0 10

Norfloxacina 19 5 14
Ciprofloxacina 18 0 20
Enrofloxacina 18 1 19
Trimetoprim/ Sulfametoxazol 27 1 10
Florfenicol 4 1 33

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Resistente Intermedio Sensible

Figura 1. Distribucion porcentual de resistencia y susceptibilidad antimicrobiana
en bacterias gramnegativas provenientes del canal auditivo de perros del distrito
de Zarumilla, Tumbes, 2023.

Florfenicol mostré la mayor tasa de sensibilidad entre los antimicrobianos
evaluados, alcanzando un valor cercano al 90 % (86.8 %), lo que lo posiciona
como la opcidn terapéutica mas eficaz frente a las cepas gramnegativas aisladas
(Figura 1). Este hallazgo respalda su eficacia terapéutica como agente de
primera linea frente a infecciones Gticas causadas por bacterias gramnegativas,
coincidiendo con lo reportado en otras regiones, como el estudio de Araujo et al.
(2023), realizado en Brasil, donde se registré una buena respuesta al florfenicol
en cepas de Proteus y E. coli aisladas de otitis canina (65). En contraste,
antibioticos como trimetoprim/sulfametoxazol, enrofloxacina, ciprofloxacina,
norfloxacina y oxitetraciclina mostraron tasas significativamente mas altas de
resistencia. En particular, trimetoprim/sulfametoxazol y oxitetraciclina fueron los

antimicrobianos con mayor tasa de resistencia (superior al 70 %), lo que podria

41



explicarse por su uso frecuente y prolongado en medicina veterinaria general
(63, 64).

Por otra parte, el comportamiento frente a las fluoroquinolonas (enrofloxacina,
ciprofloxacina y norfloxacina) mostré niveles de resistencia moderados, con
valores de alrededor del 47-50 %. Ademas, en aproximadamente la mitad de las
cepas (47.4%, 18/38) se observO resistencia simultdnea a dos o mas
fluoroquinolonas, lo que evidencia una presion selectiva importante sobre esta
familia antibidtica, aunque sin alcanzar el criterio de resistencia generalizada.
Segun Tejedor et al. (66), estos patrones pueden estar relacionados con
mutaciones en los genes gyrA y parC, asi como con la activacion de bombas de
eflujo, mecanismos descritos en Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en
el ambito veterinario. Estos hallazgos refuerzan la necesidad de realizar
antibiogramas previos a la instauracion de tratamientos empiricos, ya que el uso
no racional de antimicrobianos favorece la seleccion y diseminacion de cepas
resistentes, con implicancias tanto para la salud animal como para la salud
publica (67).

En conjunto, los resultados de este estudio no solo permiten identificar qué
antibiéticos conservan utilidad clinica en el contexto local, sino que también
evidencian una situacion de riesgo que demanda acciones concretas, como la
vigilancia epidemioldgica continua, la capacitacion del personal veterinario y la
sensibilizacibn de los propietarios respecto al uso responsable de
antimicrobianos. Asimismo, la eleccidon de cada tratamiento debe basarse en los
resultados de un antibiograma, ya que la respuesta de las bacterias a los
antimicrobianos puede variar significativamente entre especies y entornos
clinicos. Tal como sefalan Ippolito y Cortegiani (68), la eficacia de los antibioticos
puede ser variable, por lo que su uso no debe realizarse de manera empirica sin

un respaldo microbiologico adecuado.
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1.

V. CONCLUSIONES

El florfenicol presentd el mayor porcentaje de sensibilidad entre los
antimicrobianos evaluados, con un 86.8% de cepas susceptibles. Este
resultado indica que, dentro del perfil observado en este estudio, florfenicol
muestra una actividad in vitro superior en comparacion con los demas
antibioticos analizados. Sin embargo, su eleccion clinica debe estar siempre
respaldada por pruebas de susceptibilidad, dado que la eficacia de los
antimicrobianos puede variar segun la especie bacteriana, el historial

terapéutico del paciente y las condiciones epidemioldgicas locales.

Se identificd una resistencia elevada a oxitetraciclina (>70%), mientras que
las fluoroquinolonas (ciprofloxacina, enrofloxacina y norfloxacina) mostraron
niveles de resistencia moderados, en torno al 47-50%. Este comportamiento
sugiere la existencia de presiones selectivas sobre estas familias antibitticas,
lo cual ha sido reportado en la literatura como consecuencia del uso reiterado
de antimicrobianos en la practica clinica veterinaria. Aunque este estudio no
evaluo directamente los patrones de prescripcion, los niveles observados de
resistencia representan un riesgo potencial para la efectividad terapéutica y
refuerzan la necesidad de utilizar antibiéticos Unicamente con base en

pruebas de susceptibilidad.

Se identificaron seis cepas multidrogo-resistentes (WSY13, WSY17, WSY26,
WSY30, WSY36 y WSY38), las cuales cumplieron el criterio internacional de
MDR, al presentar resistencia a tres o mas clases diferentes de
antimicrobianos. Aunque la proporcion de MDR (15.8%) fue moderada, su
presencia demuestra que existen bacterias con resistencia ampliada dentro
de la poblacion evaluada. Este hallazgo refuerza la necesidad de



implementar protocolos diagnésticos que incluyan cultivos y pruebas de
susceptibilidad, asi como de ampliar el acceso a servicios de laboratorio, a

fin de optimizar la prescripcién antimicrobiana en el ambito veterinario.

Trimetoprim—sulfametoxazol mostr6 una eficacia limitada, con solo 10 de 38
cepas sensibles (26.3%) y un 71% de cepas resistentes. Este
comportamiento evidencia que su uso empirico, sin respaldo de un
antibiograma, podria resultar ineficaz en una proporcion considerable de los
casos. Por ello, este farmaco debe utilizarse Unicamente cuando la prueba
de susceptibilidad confirme sensibilidad, reforzando el papel del antibiograma

como herramienta esencial en la seleccion terapéutica.

Los hallazgos de este estudio se alinean con el enfoque “Una Salud”, ya que
la presencia de cepas gramnegativas con resistencia mduiltiple en perros
domésticos implica riesgos que trascienden la salud animal. Los animales de
compafia actian como posibles reservorios y transmisores de genes de
resistencia, especialmente en contextos de convivencia estrecha con las
personas. Por ello, la implementacidon de programas de vigilancia, la
capacitaciéon continua del personal veterinario y la educacion de los
propietarios sobre el uso responsable de antimicrobianos constituyen
medidas esenciales para mitigar el impacto de la resistencia antimicrobiana

tanto en animales como en humanos.
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VI. RECOMENDACIONES

Promover el uso racional de los antibiéticos en la practica veterinaria
mediante la implementacion de protocolos clinicos que contemplen la
realizacion de antibiogramas siempre que sea posible. Los patrones de
resistencia observados en este estudio, como la elevada resistencia a
oxitetraciclina y trimetoprim—sulfametoxazol, asi como la resistencia
moderada a fluoroquinolonas, demuestran la necesidad de basar la eleccion
terapéutica en pruebas de susceptibilidad. Esto permitird seleccionar
tratamientos mas efectivos y disminuir el riesgo de favorecer la aparicion y

diseminacion de cepas multirresistentes.

Fortalecer la capacitacion continua de los médicos veterinarios de la
provincia de Zarumilla en temas relacionados con la resistencia
antimicrobiana, los mecanismos de resistencia bacteriana y el enfoque “Una
Salud”, especialmente considerando que en este estudio se identificaron
cepas con perfiles de resistencia multiples y un 15.8 % clasificadas como
multidrogo-resistentes. La formacion continua permitira mejorar la toma de
decisiones terapéuticas y prevenir la seleccion y diseminacién de cepas

resistentes en el entorno clinico local.

Promover campafias de concientizacion dirigidas a los propietarios de
animales domésticos acerca de los riesgos asociados al abandono temprano
de tratamientos antimicrobianos y la automedicacion, practicas que, segun
la literatura, contribuyen al desarrollo de resistencia bacteriana. Si bien estas
conductas no fueron evaluadas en el presente estudio, los niveles de

resistencia observados, incluyendo cepas con resistencia a mudltiples
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antibioticos, sugieren que su perpetuacion podria agravar la situacion local y

favorecer la circulacion de aislamientos resistentes.

Fortalecer la capacidad diagnéstica local mediante el acceso a analisis
microbiolégicos rutinarios y la creacion de bases de datos regionales que
permitan monitorear la evolucion de los perfiles de resistencia y sensibilidad
en patdgenos recurrentes. Esta recomendacion se sustenta en los hallazgos
del estudio, que evidencian patrones de resistencia moderada a elevada
(cerca del 70 % de resistencia a oxitetraciclina y trimetoprim—sulfametoxazol,
asi como variabilidad en fluoroquinolonas) y la presencia de cepas
multidrogo-resistentes. La articulacion entre centros académicos Yy
laboratorios clinicos contribuiria a consolidar un sistema de vigilancia
continua, indispensable para orientar decisiones terapéuticas basadas en
evidencia y anticipar tendencias emergentes en la resistencia

antimicrobiana.

Incorporar el monitoreo de la resistencia a los antimicrobianos en animales
de compafiia en las politicas de salud publica locales, como parte de una
estrategia integrada “Una Salud”, considerando que en este estudio se
identificaron cepas multidrogo-resistentes y patrones de resistencia que
podrian tener relevancia zoonoética. Esta recomendacion es coherente con
los lineamientos de la Organizacion Mundial de la Salud respecto a la
vigilancia coordinada de la resistencia antimicrobiana en humanos, animales

y el ambiente.
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ANEXOS

ANEXO 1. Método de Kirby Bauer y lista de antibioticos.

Kirby-Bauer Test
~Compare and interpret the results
-Use the chart on the next slide to classify each antibiotic/organism pair as Resistant, Intermediate, or Susceptible

E. coli S. aureus S,
Ampicillin (AM) - 21 mm Ampicillin (AM) - 12 mm Ampicillin (AM) — 16 mm
Chloramphenicol (C) - 24 Chloramphenicol (C) - 21 Chloramphenicol (C) - 26
mm mm mm
Penicillin (P) - 9 mm Penicillin (P) ~ 14 mm Penicillin (P) - 21 mm
Tetacycline (TE) =22 mm T i = i =
Interpretation of zones of Inhibition (in mm) for Kirby-Bauer antibiotic susceptibaty test.
Diameter of zone of inhibition (ZOf)
Antiblotic Disk Conc. Resl Ant dl S ptible
Amikacin 10 pg =11 1213 214
Ampiciin 10 g =1 1213 214
Bacitracn 10 units =8 o1 213
Cephalothin 30 g =14 1517 218
Chioramphenicol 30 pg =12 13417 218
Cindamycin 21 =14 1518 27
Erythromycin 159 =13 1547 =18
Gentamicin 10 pg 12 1314 215
Kanamycin 30 g =13 1447 =18
Uincomycin 21 == 10-14 215
Methicilin 59 =2 1013 214
Nalidooe acid 30 pg =13 1418 219
Neomycin 30 pg 12 1316 217
Nitrofurantoin 03mg =14 1516 217
4 Penicillin
NO"I'!-:.' vs. staphylococci 10 units =20 2128 229
Penicillin uses
different values vs., other organisms. 10 units =1 1221 =22
o Polymyxin 300 units =8 11 212
for S“ph g Streptomycin 10pg9 =11 1214 215
Staph Suttonamidos 03mg =12 13-16 217
Tetracycline 30 pg =14 1518 =19
Vancomycin 30 pg < 10-11 212
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ANEXO 2. Imagenes del procesamiento de muestras en el laboratorio.

A

Figura 3. Imagenes del procesamiento de muestras. (A) Colecta de muestras,
(B) Preparacion de medios de cultivos, (C) Tincion Gram de cepas aisladas, (D
y E) Realizacion de antibiograma Preparacion de lamina en fresco para observar
parasitos.
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ANEXO 3: Resultados de las pruebas de Chi-cuadrado realizados para los
factores asociados sexo, razay edad.

Datos

Estadistica basica: Prueba de Chi-cuadrado (3)

El objetivo es ver si las variables cualitativas Resultado y Sexo estan significativamente asociadas:

Nivel de confianza % : 95%
Frecuencias Observadas

Resultado

Frecuencias Esperadas
Resultado
Positivo  Negatvo  Total
Macho 21 13
Sexo Hembra

Positivo  Negativo  Total
34 Macho 2110 1290 34
15 9 24 Sexo Hembra 1430  3.10 24
Total 36 22 s8 Total 36 22 s8
Resultados
No podemos afirmar que las variables ¢ Resultado y Sexo estén fi 4.
Estadistico Chi-cuadrado (X2) 0.003
Grados de libertad (gl) : 1
Significacién (p) : 0.9547

Datos

Estadistica basica: Prueba de Chi-cuadrado (3)

El objetivo es ver si las variables cualitativas Resultado y Raza estdn significativamente asociadas:

Nivel de confianza % : 95%
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas
Resultado

Positivo  Negative  Total

Resultado
Positivo ~ Negativo  Total
£ 13 43 Mestizo  26.69 1631 43
Raza Deraza 6 ) 15  Raza Deraza 9.1 5.69 15
Total 36 22 58 Total 36 22 58
Resultados
Las vanables cualitativas Resultado y Raza estin significativamente asociadas.
Estadistico Chi-cuadrado (X?) :  4.185
Grados de libertad (gl) : 1
Significacién (p) : 0.0408

Datos

Estadistica basica: Prueba de Chi-cuadrado (3)

El objetivo es ver si las variables cualitativas Resultado y Edad estdn significativamente asodiadas:

Nivel de confianza % : 95%
Frecuencias Observadas
Resultado

Frecuencias Esperadas
Positivo  Negatvo  Total

Resultado
Positivo  Negativo ~ Total
<5 afos 23 13 36 <Safkos 2160 1440 36
Edad 25 afcs 10 9 19 Edad 25 afos 1140 7.60 19
Total 33 22 55 Total 33 22 55
Resultados
No podemos afirmar que las variables cval Resultado v Edad estén significativamente d.

Estadistico Chi-cuadrado (X?) :

0.657
Grados de libertad (gl) : 1
Significacion (p) : 0.4177

62



