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Resumen:
							                           
El manejo inadecuado de antimicrobianos (ATM) en animales, tiene consecuencias directas  en el incremento de la resistencia de los gérmenes, problemática actual en salud pública.  Contar con datos epidemiológicos regionales, es importante para orientar tratamientos  empíricos iniciales y crear planes de vigilancia. El objetivo de este estudio fue conocer datos  locales de microorganismos involucrados en otitis canina externa y su sensibilidad a los  antimicrobianos. Las muestras (76) fueron colectadas de los exudados presentes en la porción  horizontal del canal auditivo de perros con signología característica de otitis externa y  procesadas en un laboratorio especializado de la ciudad de Córdoba, en el período  enero 2018 - diciembre 2019. El porcentaje de positividad fue de 72 %. Los microorganismos  aislados fueron Staphylococcus grupo intermedius (SGI) (36 %), Malassezias spp. (27 %),  Pseudomonas aeruginosa (15 %), estreptococo beta hemolíticos (9 %), Proteus mirabilis (7 %), Escherichia coli (5 %) y Enterococcus faecium (1 %). El 29 % de los aislamientos de  SGI fueron resistentes a meticilina. El 26 % de los SGI presentaron multirresistencia.



Palabras clave: Otitis, Canino, Antimicrobianos, Meticilino – resistencia.
		                         


Abstract:
						                           
CThe inadequate handling of antimicrobial drugs for its use in animals has a direct impact on  the increased germs resistance, a well known current issue in public health. To count on local  epidemiological data is important to guide initial empirical treatments and create surveillance  plans. The objective of the present study was to know local data of the microorganisms  involved in external canine otitis and their sensitivity to antimicrobial drugs. The samples  (76) were collected from the exudates that were in the horizontal portion of the ear canal of  dogs with characteristic symptoms of otitis. The samples were processed in a specialized  laboratory in Ciudad de Córdoba, from January 2018 to December 2019. The positivity  percentage was 72 %. The isolated microorganisms were Staphylococcus grupo intermedius (SGI) (36 %), Malassezia spp. (27 %), Pseudomonas aeruginosa (15 %), streptococcus beta  hemolytic (9 %), Proteus mirabilis (7 %), Escherichia coli (5 %) and Enterococcus faecium (1 %). The 29 % of the SGI isolations were methicillin resistant. 26% of SGI presented multiresistance.



Keywords: Otitis, Canine, Antimicrobial, Methicillin – resistance.
                                









Introducción



El alarmante incremento de la resistencia bacteriana a los ATM se ha convertido en una de las  amenazas mundiales emergentes, razón por la cual bajo el concepto de “Una Salud”, la  Organización Mundial de la Salud (OMS)
15
, la Organización de las Naciones Unidas para la  Alimentación y la Agricultura (FAO) y la Organización Mundial de la Sanidad Animal (OIE),  decidieron abordar esta problemática de manera conjunta. Es importante reconocer a la resistencia bacteriana como un problema multicausal, de enorme  complejidad, el cual puede estar influenciado por distintos factores, como el crecimiento  rápido de la población, la desnutrición, la falta de higiene, el hacinamiento, la  automedicación, la venta sin receta de ATM
18
 y el uso indiscriminado en seres humanos,  animales y en el medio ambiente. . Se reconoce a las enfermedades zoonóticas como la causa del 60,3 % de las enfermedades infecciosas emergentes que padece el ser humano, de las  cuales las bacterias son responsables del 54,3 %, lo que evidencia un riesgo en la circulación  de genes de resistencia. . El uso desmedido de ATM en animales de compañía selecciona bacterias resistentes en estas  especies, que pueden transferirse al ser humano por el contacto estrecho con sus mascotas. Es  decir que estas especies se comportarían como reservorios de cepas y genes de resistencia. Se  ha demostrado por técnicas moleculares que el intestino de los animales representa un  ambiente ideal para la selección y transferencia de genes de resistencia, entre habitantes  inofensivos o patógenos del tracto intestinal. y desde allí a las poblaciones bacterianas  humanas. . Las enfermedades óticas son entidades de frecuente presentación en la clínica de pequeños  animales, siendo la otitis externa una de las patologías del conducto auditivo más  comúnmente diagnosticada en los caninos
5, 10
. Los microorganismos responsables pueden  variar a medida que la otitis progresa, lo que puede llevar a fallas del tratamiento empírico inicial. El fracaso terapéutico se ve además incrementado por el aumento de la resistencia  bacteriana a ATM, reportado en los últimos años
11, 14
. Dentro de las posibles etiologías de otitis externa, se encuentran en primer lugar causas  primarias de la enfermedad como son cuerpos extraños y presencia de parásitos dentro del  conducto auditivo, enfermedades de tipo alérgico o autoinmune y desórdenes de la  queratinización; en segundo lugar existen factores predisponentes como el tamaño y la  posición de la oreja, humedad excesiva de la misma, factores iatrogénicos y disminución de la  luz del canal auditivo dada la compleja anatomía del oído
16
, lo que impide un adecuado  drenaje de las secreciones óticas. Adicionalmente existen otros factores perpetuantes como  son la presencia de bacterias y/o levaduras, y los procesos infecciosos del oído medio, que  juegan un papel importante en los casos de otitis recurrentes
5,11
 . Estudiar y conocer, en forma local, los microorganismos involucrados en las distintas  afecciones de los animales de compañía y el conocimiento de su comportamiento frente al  tratamiento farmacológico, junto con la vigilancia epidemiológica, permitiría establecer  terapias iniciales eficaces y aportaría al control de la resistencia a los ATM. Objetivos: Determinar la etiología de la otitis externa en animales de compañía de la Ciudad  de Córdoba, Argentina, su distribución estacional y la susceptibilidad a antimicrobianos.





Materiales y métodos


Se realizó un estudio de tipo experimental, de cohorte prospectivo, longitudinal, donde se  estudiaron muestras de hisopados óticos de perros con signos clínicos de otitis, enviados al  servicio de microbiología de un laboratorio privado de la ciudad de Córdoba, durante el  período enero 2018 a diciembre 2019. El grupo de estudio estuvo compuesto por 76 caninos,  que se seleccionaron bajo los siguientes criterios:

Criterios de inclusión: caninos que presentaron signología compatible con otitis; sin distinción  de raza, edad, ni sexo.

Criterios de exclusión: caninos con tratamiento antimicrobiano en curso y aquellos con otitis  media e interna diagnosticada por los métodos complementarios correspondientes.

A los perros que presentaban signos clínicos de otitis externa unilateral o bilateral, se les tomó  muestra del canal auditivo, colocando hisopos estériles con punta de algodón, lo más  profundamente posible evitando el contacto con el pabellón auricular y el pelo. Los hisopados obtenidos fueron colocados en medio de transporte (Deltalab.S.L) y  mantenidos a temperatura ambiente hasta su procesamiento, dentro de las 24 h desde su  obtención. Se realizó un examen en fresco entre porta y cubre que permitió determinar la  presencia de ácaros y un extendido en portaobjeto con cada muestra obtenida, para su tinción  con Gram y observación microscópica, donde se evaluó la respuesta inflamatoria y  predominio microbiano. Las muestras fueron sembradas por diseminación en placas de Agar  Columbia + 5 % sangre de carnero (Biomerieux) y CHROMID CPS (Biomeriuex) e  incubadas a 35 °C durante 24 h - 48 h en atmósfera con 5 % de dióxido de carbono y  aerobiosis respectivamente. Para el aislamiento de levaduras se utilizó agar Sabouraud glucosado con cloranfenicol  incubado hasta diez días a 25 ºC. El aislamiento y la identificación de los microorganismos se realizó en la sección de  Microbiología del Laboratorio de Análisis Clínicos y Especializados (LACE) de la ciudad de  Córdoba, siguiendo las técnicas de rutinas convencionales de laboratorio descritas en el  manual de microbiología utilizado (Koneman. Diagnóstico Microbiológico 7ma. Ed.)
23
 . Se realizó la prueba de susceptibilidad de acuerdo con el método de Kirby-Bauer, midiendo  el halo de inhibición bacteriana para determinar susceptibilidad o resistencia. La  interpretación de los resultados se hizo según las normas de CLSI (CLSI Performance  Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests for Bacteria Isolated From  Animals, 5th Edition, VET01; CLSI Performance Standardsfor Antimicrobial Susceptibility  Testing. 29 th edition CLSI supplement M100). 
22
 Los antibióticos testeados fueron: oxacilina (1 ug) (para evaluar meticilino resistencia),  clindamicina (2 ug), eritromicina (15 ug), trimetoprima-sulfometoxazol (1,25/23,75 ug),  gentamicina (10 ug), rifampicina (5 ug), ciprofloxacina (5 ug) para Staphylococcus grupo  intermedius. Para Pseudomonas aeruginosa: gentamicina (10 ug), amicacina (30 ug),  ceftacidima (30 ug), ciorofloxacina (5 ug), piperacilina-tazobactama (100/10 ug), meropenem  (10 ug), imipenem (10 ug). Frente a estreptococos beta hemolíticos: penicilina (10 U),  levofloxacina (5 ug), clindamicina (2 ug), eritromicina (15 ug) y para los aislamientos de  enterobacterias: ampicilina (10 ug), ampicilina-sulbactama (10/10 ug), gentamicina (10 ug),  cefazolina (30 ug), cefotaxima (30 ug), ceftacidima (30 ug), trimetoprima-sulfametoxazol  (1,25/23,75 ug), ciprofloxacina (5 ug), amoxicilina-clavulanico (10/20 ug) imipenem (10 ug),  meropenem (10 ug). Se determinó la frecuencia mensual de los agentes etiológicos aislados.





Resultados 


De las 76 muestras procesadas, 55 presentaron desarrollo microbiano jerarquizado.  El 65 % de los cultivos considerados positivos fueron monomicrobianos y en el resto (35 %)  hubo desarrollo de por lo menos, dos agentes con valor etiológico. Los microorganismos aislados fueron SGI (36 %), Malassezia spp. (27 %), seguido por  Pseudomonas aeruginosa (15 %), estreptococo beta hemolíticos (9 %), Proteus mirabilis (7 %) Escherichia coli (5 %), Enterococcus faecium (1 %). (Gráfico 1).
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Gráfico 1. Incidencia por etiología

No se observaron diferencias significativas entre las estaciones del año y las especies  microbianas aisladas. (Gráfico 2).
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Gráfico 2. Distribución anual de las muestras positivas

Tampoco hubo relación entre el cuadro clínico y variables como sexo, edad y raza; ni  severidad de la otitis con el tipo de oreja del animal. Las manifestaciones clínicas predominantes fueron prurito, inflamación y exudado oscuro,  quedando descartado como signo típico, la inapetencia. En cuanto a la resistencia antimicrobiana encontrada en las diferentes bacterias estudiadas, los  valores más elevados se hallaron para SGI (Tabla 1), 29 % (9/31) de los aislamientos fueron  meticilino resistentes, 29 % resistentes a clindamicina, 29 % a eritromicina y  trimetoprima/sulfametoxazol. Por otro lado, el 22 % (7/31) demostró resistencia a  ciprofloxacina, 0,03 % (1/31) a minociclina y rifampicina y 12 % (4/31) a gentamicina. Para Pseudomonas aeruginosa (Tabla 2) los valores hallados fueron para gentamicina y  amikacina, ambos en el orden del 15 % (2/13). En el caso de estreptococo beta hemolíticos  (Tabla 3) la resistencia fue del 12 % (1/8) para clindamicina y eritromicina. Referido a Proteus spp. se encontró resistencia a gentamicina y trimetoprima/sulfametoxazol  en el orden del 16 % (1/6). Para Escherichia coli y Enterococcus faecium no se halló  resistencia a ningún antimicrobiano. (Tabla 4).



Staphylococcus grupo intermedius n=31
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Tabla 1 Porcentajes de Sensibilidad y Resistencia a los antimicrobianos para Staphylococcus grupo intermedius.  OXA: oxacilina, CLINDA: clindamicina, ERITRO: eritromicina, TMS: trimetoprima/sulfametoxazol, CIPRO:  ciprofloxacina, MINO: minociclina, RIFA: rifampicina, GENTA: gentamicina



Pseudomonas aeruginosa n=13
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Tabla 2 Porcentajes de Sensibilidad y Resistencia a los antimicrobianos para Pseudomonas aeruginosa. CAZ:  ceftazidima, CIP: ciprofloxacina, GENTA: gentamicina, AMICA: amicacina, TAZO: piperacilina/tazobactam.



Streptococcus grupo beta hemolítico n=8
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Tabla 3 Porcentajes de Sensibilidad y Resistencia a los antimicrobianos para Streptococcus grupo beta  hemolítico. PENI: penicilina, LEVO: levofloxacina, CLINDA: clindamicina, ERITRO: eritromicina.


Familia Enterobacteriaceae n=10





[image: 179175070002_gf7.png]











Tabla 4  Porcentajes de Sensibilidad y Resistencia a los antimicrobianos en la Familia Enterobacteriaceae:  AMPI: ampicilina, AMS: ampicilina/sulbactam, C1G: cefalosporinas de primera generación, CIP:  ciprofloxacina, GENTA: gentamicina, TMS: trimetoprima/sulfametoxazol. RN*: Resistencia Natural en Proteus  vulgaris.





Discusión  


Respecto a los géneros bacterianos aislados de muestras de otitis canina, nuestros resultados  coinciden con lo reportado por Bourely y col. . siendo SGI el principal agente aislado, seguido  por Pseudomonas aeruginosa. Si bien, en el 65 % de los casos clínicos, los cultivos fueron monomicrobianos. El aislamiento  de Malassezia spp. asociada a agentes bacterianos, coincidió con la presentación de cuadros  clínicos más severos como es descrito por otros autores
17, 19, 21
. Los datos analizados en este  trabajo, muestran cambios en la incidencia de otitis externa y del tipo de microorganismo  asociado a lo largo del año, pero sin un patrón consistente, ni un efecto estacional  significativo, como reportan otros trabajos, en donde los cambios estacionales podrían influir  en la incidencia de otitis externa ya que la temperatura y la humedad ambientales pueden  resultar en cambios sutiles pero importantes en el microambiente del oído.
25
 En cuanto a los perfiles de resistencia a los ATM, ninguna de las cepas de enterobacterias  aisladas, fue productora de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), a diferencia de lo  reportado por Yanyun y col.
24
 y Zhuoling y col.
25
, donde enterobacterias aisladas de  urocultivos de animales de compañía, presentaron una significativa producción de BLEE. La resistencia a aminoglucósidos de las cepas de Pseudomonas aeruginosa (15 %) fue menor  que lo encontrado en los aislamientos de esta bacteria, de otitis externa canina en España
12
 y  Croacia. 
13
 Respecto de SGI, si bien sigue siendo un patógeno raro en humanos, las personas en contacto  con perros tienen más riesgo de colonizarse. Guardassi y col. destacaron que los dueños de  perros afectados por pioderma profunda crónica a menudo portan el mismo SGI que sus  mascotas, por lo tanto, el riesgo zoonótico de transmisión de cepas meticilino resistentes entre  perros y humanos, considerado limitado para la población general, podría ser mayor para los  propietarios de mascotas.. La otitis infecciosa en animales de compañía puede ser muchas veces refractaria al  tratamiento instaurado. Las causas probables de este fracaso terapéutico podrían estar  relacionadas a la falta de higiene del canal auricular, previa administración del tratamiento  tópico, a la falta de cumplimiento por parte de los dueños de las mascotas afectadas, en cuanto  a dosis y horarios indicados por el médico veterinario y al rápido desarrollo de la resistencia a los antibióticos de las cepas involucradas, enfrentadas muchas veces a tratamientos  inadecuados, siendo además la falta de identificación de la causa de base, un complemento  importante para la recuperación total del cuadro clínico. 
19,20
 La aplicación de tratamientos empíricos sistémicos o tópicos en pequeños animales, sin datos  de sensibilidad antimicrobiana, puede contribuir en gran medida a resultados indeseables en el  control de una enfermedad. La toma de decisiones apoyada en los resultados del  antibiograma y la prescripción por un médico veterinario podrían ser factores determinantes  en el uso racional de antimicrobianos en medicina veterinaria. 
2, 9, 26
 La actualización de datos de sensibilidad de cepas bacterianas con potencial zoonótico  aisladas de mascotas es una herramienta importante no sólo para los médicos veterinarios en  el tratamiento de trastornos infecciosos sino también para el control de la resistencia a  antimicrobianos. En base a nuestros resultados y, debido a la moderada resistencia encontrada a betalactámicos  (29 %) en SGI, uno de los principales causantes de esta patología, se recomienda realizar  cultivo bacteriano y prueba de susceptibilidad antimicrobiana, para poder ajustar el  tratamiento en caso de falla terapéutica. Este estudio proporciona a los veterinarios datos locales para ayudar en la interpretación  etiológica y a la instauración de la terapia empírica inicial de la otitis externa canina.





Conclusion


La posible transmisión de bacterias resistentes entre animales y humanos es motivo de  preocupación para la salud pública, los perros con otitis podrían actuar como reservorio de  bacterias resistentes y multirresistentes, que facilitan la propagación de genes de resistencia. El conocimiento de los niveles y la tendencia de la resistencia a antimicrobianos de cepas  aisladas de animales de compañía, promueven el uso de antibióticos de manera cuidadosa y  racional, ya que permite seleccionar el tratamiento adecuado. Disponer de los datos locales de resistencia a los antimicrobianos, es esencial para guiar el  uso prudente de antibióticos en veterinaria y para diseñar estrategias eficientes para el control  de la resistencia aportando desde la medicina veterinaria a la salud de la población.
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