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RESUMEN EJECUTIVO

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto del acido
hipocloroso como alternativa terapéutica en el control de la poblacion de Malassezia
pachydermatis en caninos con procesos dermatoldgicos. El estudio se llevo a cabo
en las clinicas y centros veterinarios del canton Cevallos con la participacion de 36
caninos con lesiones dermatoldgicas y signos sugestivos a Malassezia. A estos se les
realiz6 un examen de citologia superficial con tincion Diff-Quick en el que se confirmé
su sobrecrecimiento, al presentar mas de dos levaduras en promedio de diez campos
aleatorios de visualizacion con lente de inmersion de 100 aumentos, con un promedio

general de 13 levaduras por campo.

Los 36 caninos se dividieron en dos tratamientos, cada uno con 18 caninos. El grupo
control (TO) se sometié a dos limpiezas diarias con clorhexidina al 2%, mientras el
grupo de investigacion (T1) se sometio a dos limpiezas diarias con &cido hipocloroso
al 0,5%, con una duracién de 20 dias para ambos grupos. El efecto de cada tratamiento
se evalué mediante cultivo en agar dextrosa Sabouraud, con el conteo de unidades
formadoras de colonias antes y después del tratamiento. Obteniendo diferencias
significativas tanto en el grupo control (T0) como en el de investigacion (T1), con una
reduccion de 74,11 % y 50,47% respectivamente. Al culminar el tratamiento, se
observaron casos negativos en ambos grupos, con un conteo menor a 70 unidades
formadoras de colonias. No se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los tratamientos, lo que demuestra que el &cido hipocloroso tiene el mismo efecto
que la clorhexidina. Se concluy6 su efectividad en el control y disminucién de
levaduras, pudiendo ser empleado en procesos dermatoldgicos con presentacion

secundaria de Malassezia pachyderamatis.

Palabras clave: Malassezia pachydermatis, é&cido hipocloroso, afecciones

dermatoldgicas, caninos
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ABSTRACT

The objective of this investigation was to determine the effect of hypochlorous acid as
a therapeutic alternative in the control of the population of Malassezia pachydermatis
in canines with dermatological processes. The study was carried out in the clinics and
veterinary centers of the Cevallos canton with the participation of 36 canines with
dermatological lesions and signs suggestive of Malassezia. These underwent a
superficial cytology examination with Diff-Quick staining in which their overgrowth
was confirmed, presenting more than two yeasts on average of ten random
visualization fields with an immersion lens of 100 magnification, with a general

average of 13 yeasts per field.

The 36 canines were divided into two treatments, each with 18 canines. The control
group (TO) underwent two daily cleanings with 2% chlorhexidine, while the research
group (T1) underwent two daily cleanings with 0.5% hypochlorous acid, lasting 20
days for both groups. The effect of each treatment was evaluated by culture on
Sabouraud dextrose agar, with the count of colony-forming units before and after
treatment. Obtaining significant differences in both the control group (T0) and the
research group (T1), with a reduction of 74.11% and 50.47% respectively. At the end
of the treatment, negative cases were observed in both groups, with a count of less than
70 colony-forming units. No statistically significant differences were observed
between the treatments, which shows that hypochlorous acid has the same effect as
chlorhexidine. Its effectiveness in the control and reduction of yeasts was concluded,
and it can be used in dermatological processes with secondary presentation of

Malassezia pachyderamatis.

Keywords: Malassezia pachydermatis, hypochlorous acid, dermatological conditions,

canines
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1 Introduccion

Las clinicas veterinarias se convierten en aliados de los propietarios al remitir a sus
mascotas ante cualquier sospecha de una afectacion en su salud, derivando la
necesidad de obtener un diagnostico, asi como también en materia de medicina
preventiva. Dentro de los principales motivos de consulta se encuentran patologias

dermatoldgicas, parasitosis internas, externas y gastrointestinales (Vera, 2017).

Las consultas veterinarias por enfermedades dermatoldgicas representan desde el 20%
hasta el 75% de los casos, siendo consideradas las enfermedades de la piel como las
méas comunes en clinicas veterinarias de pequefias especies. Hay que tener presente
que la piel es el 6rgano mas extenso y uno de los de mayor importancia al proporcionar
una barrera anatomica y fisioldgica, creando asi una proteccion del individuo frente al
ambiente (Camacho & Rodriguez, 2005; Silvestre et al., 2021).

La piel se encuentra encargada de cumplir varias funciones dentro de las que se
encuentran: proteccion fisica, microbiolégica y quimica del organismo, asi como
funciones sensoriales al percibir frio, calor, tacto, prurito y presion. Ademas, se
considera un érgano espejo capaz de reflejar tanto el ambiente al que se expone el
animal como lo que se manifiesta en el ambiente interno del cuerpo. Como cualquier
Organo, esta puede ser afectada por lesiones causadas por diversos factores,
encontrandose dermatopatias asociadas a varias etiologias (Camacho & Rodriguez,
2005; Centeno, 2018).

Las patologias dermatoldgicas pueden ser causadas por diversas etiologias como:
parasitos, bacterias, hongos, problemas enddcrinos, reacciones alérgicas e
inmunoldgicas y deficiencias nutricionales. Estas etiologias provocan alteraciones en

la piel como la modificacion de su microambiente lo que a su vez puede conllevar a



un sobrecrecimiento de levaduras y bacterias como una complicacion secundaria
(L6pez, 2018; Nichita & Marcu, 2010).

Las levaduras dentro de las cuales se encuentra el género Malassezia, se caracterizan
por ser lipofilicas, habitan en la superficie de la piel y han evolucionado como un
patdgeno oportunista en el ser humano y animales. A nivel veterinario, Malassezia
pachydermatis es la especie presente en caninos como una levadura que forma parte
de la microflora cutanea normal. Malassezia pachydermatis se ha llegado a considerar
como especie posiblemente zoondtica al evidenciarse casos positivos presentes en
humanos saludables y en aquellos que cursan por una dermatosis con el factor comun
del contacto con animales domésticos lo que podria suponer una transmision por
contacto (Galvis & Borda, 2016).

Factores como alteraciones en la barrera del estrato corneo, humedad excesiva,
cambios en el pH, inmunosupresion, entre otros, posibilitan la proliferacion de
Malassezia hasta convertirse en un patégeno significativo, cuyas lesiones se localizan
mayormente en cara, espacio interdigital, pliegues cutaneos, abdomen y cuello
(Guillot & Bond, 2020; Zhifin, 2021).

La proliferacion de Malassezia puede difundirse por todo el cuerpo generandose que
dicha levadura sea capaz de complicar los cuadros dermatoldgicos primarios y que a
su vez dificulta el diagnostico al poder confundir la enfermedad con afecciones
micoticas y acaricidas, por esta razon el médico debera conocer la presencia patoldgica

de la levadura (Carrion, 2011).

La terapéutica en casos de Malassezia esta basada en terapias topicas y/o sistémicas
siendo las terapias topicas recomendadas gracias a su menor riesgo de toxicidad,
dentro de las terapéuticas mencionadas se emplean principios activos como:
clorhexidina al 2-4%, imidazoles, peréxido de benzoilo, sulfuro de selenio, piroctona

olamina en el caso de terapia tdpica, mientras en terapias sistémicas es posible



administrar medicamentos como: ketoconazol, itraconazol, fluconazol y terbinafina
(Bond et al., 2020b).

Debido al incremento en la tenencia responsable de animales domésticos al
considerarlas parte importante y un miembro de la familia se presenta una evolucién
en el control de la salud de mascotas al llevarlas a consulta veterinaria en busca de
tratamientos médicos pertinentes (Loor, 2019; Vera, 2017). Por lo antes mencionado
y tomando en cuenta la capacidad de crear resistencia, asi como la capacidad de la
levadura para complicar cuadros dermatolégicos, la busqueda de nuevos tratamientos
siempre est4 presente por lo cual la presente investigacion tiene como objetivo
determinar el efecto del acido hipocloroso como alterativa terapéutica en el control de

la poblacion de Malassezia pachydermatis en caninos con procesos dermatologicos.

1.2 Antecedentes

Las soluciones a base de acido hipocloroso (HCIO) han aparecido en los ultimos 15
afios evaluandose como agentes antisépticos seguros para la limpieza de heridas y
como terapéutica complementaria en la prevencion y tratamiento de infecciones,
demostrandose su efectividad contra patdgenos bacterianos, flngicos y virales. Al
evaluar su exposicion in vitro se ha presentado una efectividad comparable con
antisépticos comunes como la clorhexidina, cuyo uso clinico inicio en 1954 y se

mantiene hasta la actualidad (Armstrong et al., 2015).

En un estudio realizado por Mueller et al.(2022) se evalu6 la eficacia antimicrobiana
del &cido hipocloroso al realizar lavados y limpiezas éticas en caninos con otitis
externa. La investigacion se llevo a cabo en veinte caninos con presencia de otitis
externa cronica bilateral a los cuales se les tomo muestras citoldgicas y de cultivo para
evaluar presencia de bacterias o levaduras. De los veinte pacientes 11 presentaron
Malassezia pachydermatis, uno con presencia de cocos y ocho presentaron bacterias y
levaduras. Se les realizd lavados 6ticos con acido hipocloroso en el oido izquierdo y

solucion salina en el oido derecho, adicionalmente se aplicaron limpiezas 2 veces al



dia con acido hipocloroso en el un oido y en el otro oido con limpiador 6tico. Los
resultados se evaluaron a las 2 semanas de tratamiento observando cinco cultivos
negativos con el empleo de &cido hipocloroso y solo uno fue negativo para el
tratamiento con solucidn salina, mientras que los resultados citoldgicos evidenciaron
disminucion con ambos tratamientos. Concluyendo que el acido hipocloroso es una

solucion adecuada para el tratamiento de otitis externa en caninos.

Las soluciones y productos a base de acido hipocloroso han ganado popularidad
gracias a su efecto favorable en recuperacion de tejidos y aplicacion como antiséptico.
Basado en esto Cervantes (2015) evalud su uso clinico en distintas afecciones
dermatoldgicas. En el primer caso, llevo a cabo la aplicacion del producto mediante
limpiezas diarias en un paciente con quemadura extensa previamente tratada con
antibioticos hasta la visualizacion de tejido de granulacion. Se realizaron limpiezas y
vendajes diariamente observando la recuperacion y concluyendo que HCIO mejora los
tiempos de cicatrizacion. En el segundo caso, se valor6 el uso de &cido hipocloroso en
gel para cistitis bacteriana. con aplicacion cada 12 horas en la zona perineal para
prevenir una reinfeccion, encontrando ventajas en su administracion antes de las
comidas, lo que evitd el lamido y redujo la flora bacteriana. Para finalizar en otro caso,
se comprobd su empleo clinico como tratamiento de otitis cronica bacteriana
recurrente por Staphylococcus intermedius multirresistentes y en una pododermatitis
con sobrecrecimiento de Malassezia. A nivel 6tico se empled solucién de HCIO dos
veces al dia durante una semana observandose una mejoria clinica, pero se cambio al
uso de productos 6ticos, mientras en el caso de pododermatitis se realizaron limpiezas
diarias con gasa impregnada de HCIO encontrandose una mejoria clinica y la

erradicacion de sintomatologias tras unos meses de aplicacion.

Banovic & Lemo (2014) investigaron los efectos antibacterianos y antifungicos in
vitro de una dilucion de hipoclorito de sodio obteniendo una concentracion de 0,05%
contra Staphylococcus pseudintermedius, Pseudomonas aeruginosa y Malassezia
pachydermatis comparando dos tiempos de contacto después de 3 y 5 minutos. La
investigacion confirma la eficacia in vitro contra bacterias, presentando diferencias

significativas entre el tiempo de contacto. Sin embargo, al comparar los resultados de



Pseudomonas aeruginosa y M. pachydermatis se presentd mayor significancia para
P,aeruginosa. A pesar de los resultados que confirman su efectividad sugieren la
necesidad de estudios clinicos para evaluar la tolerabilidad en perros con dermatitis

atopica.

Soto & Gonzélez (2016) realizaron un estudio sobre el uso de HCIO como presellador
en 20 vacas lecheras divididas en dos grupos iguales para ser aplicado, acido
hipocloroso y amonio cuaternario respectivamente. Se evalud la efectividad contra la
cantidad de coliformes, hongos y levaduras antes y después de su aplicacion. Los
resultados obtenidos demostraron una reduccion del 88,3% para coliformes y del
32,3% para hongos y levaduras con el uso de HCIO, mientras el uso de amonio
cuaternario presentd un incremento de 3,4% para hongos y levaduras y de 24,2% para

coliformes.

Continuando con la tematica de investigacion del efecto del &cido hipocloroso
Sakarya et al. (2014) indagaron el impacto como agente ideal en el cuidado de heridas
con poder microbicida, antibiopelicula y cicatrizante al valorar su efecto sobre la tasa
de destruccion, formacion de biopeliculas y accion antimicrobiana contra
microorganismos aislados ademas de la tasa de migracion de queratinocitos y
fibroblastos. Para dicha investigacién se cultivaron colonias de Staphylococcus
aureus, Candida albicans y Pseudomona aeruginosa a las que se aplicO &cido
hipocloroso a 218 ppm. Transcurridos 12 segundos, se evidencio actividad
antimicrobiana favorable dependiente de la dosis, asi como migracion de fibroblastos

y queratinocitos, concluyendo su efectividad para el cuidado de heridas.

Underberg et al. (2015) aplico solucion topica de acido hipocloroso al 0,011% como
terapia contra pioderma superficial causada por Staphylococcus pseudintermedius. Se
evalud diecinueve caninos con pioderma basado en puntuacion de lesiones y presencia
cuantificable de leucocitos y cocos, que fueron demostrados por medio de citologia.
Los pacientes fueron divididos en dos grupos: once recibieron tratamiento con
solucion salina 'y 8 con HCIO, ambos tratamientos se aplicaron de 0,09 ml/cm? de

lesiones dos veces al dia por 28 dias. Los resultados no evidenciaron diferencias entre



los grupos, por lo que se concluyéd que se requieren estudios mas amplios para evaluar

definitivamente su efecto in vivo.

Tovar & Mendoza (2016) en su articulo “empleo del acido hipocloroso en patologias
de la superficie ocular del perro” presenta un caso clinico de epifora cronica y
dermatitis exudativa en el canto medio ocular, para lo cual se empled limpiezas
oculares con solucion de acido hipocloroso de uso oftdlmico mediante irrigaciones
ademas de un colirio a base de cloranfenicol y dexametasona tres veces al dia. Su
empleo asociado a otros tratamientos informo aportacion favorable en la recuperacion
de la patologia ademéas de hidratacién ocular. Adicionalmente la autora menciona
ventajas como: efecto bacteriostatico con duracion de 24 horas, efecto bactericida
contra bacterias resistentes y hongos en contracciones de 0,2%, favoreciendo y

acelerando la cicatrizacion en tejidos.

Alva (2020) investigo la efectividad y el efecto residual de cuatro sprays a base de
clorhexidina al 2%, acido hipocloroso, hipoclorito de sodio y N-acetilcisteina contra
Staphylococcus pseudintermedius. Al aplicar los productos en el pelo de caninos para
su posterior evaluacion en placas Petri sembradas con dicha bacteria. El estudio
evidencio halos de inhibicién de 2,4 +/- 0.5 cm en el dia 1 para la clorhexidina, 1.6 +/-
0.5 cm para el hipoclorito de sodio, 1.6 +/- 0.5 cm para el &cido hipocloroso y de 1.5+/-
0.4 cm para la N-acetilcisteina, mostrandose un nuevo crecimiento bacteriano al
transcurrir 24 horas siendo ineficiente el uso después de este tiempo. Esto demostro la
eficiencia de los cuatro sprays siendo la clorhexidina el méas potente y con un efecto

residual de dos dias.

Moreno (2006) analizé el efecto del acido hipocloroso contra Helicobacter pylori en
32 caninos que fueron inoculados oralmente con la bacteria. El diagnostico se
confirmé mediante endoscopia. La poblacion total se dividié en dos grupos, uno para
ser tratado con HCIO al 500 ppm con administracion de 1ml/kg/dia cada ocho horas
durante 15 dias, y el segundo grupo no recibi6 tratamiento. Trascurrido 20 dias
realizaron endoscopia y prueba de ureasa, obteniendo como resultados un 100% de

eliminacién de Helicobacter y un 93% de cicatrizacion para el grupo tratado con acido



hipocloroso, mientras que el grupo control presento una disminucion del 43% y

cicatrizacién del 13%. Esto demostro la efectividad de la solucion en un 95%.

1.3 Marco tedrico

1.3.1 Anatomia de la piel

La piel es el drgano més importante y amplio del cuerpo, siendo una barrera anatomica
y fisioldgica entre el individuo y el medio ambiente. Interfiere en maltiples funciones
como la defensa contra factores fisicos y quimicos del medio ambiente, percepcion
sensorial, termorregulacion corporal y funciones metabdlicas, ademas es considerada

un 6rgano espejo al reflejar el medio interno del individuo (Ruano, 2018).
Anatomicamente se encuentra conformado por tres capas: epidermis, dermis e

hipodermis.

Figura 1
Estructura de la piel

Epidermis

Dermis

Hipodermis

Glandula Foliculo | Gléndula
apocrina piloso sebacea

(Ruano, 2018).




1.3.1.1 Epidermis

Capa superficial de la piel con un espesor que va desde 0,1 mm a 0,5 mm en caninos,
constituyendo en estos valores las almohadillas plantares y el plano nasal siendo las
de mayor grosor, esta conformada por queratinocitos (85%), melanocitos (5%), células
de Merkel (2%) y células de Langerhans (3 a 8%). La epidermis esté dividida en cinco

estratos: basal, espinoso, granuloso, licido y cérneo (Ruano, 2018).

e Estrato basal: el mas profundo de los estratos formado por células basales que
se unen a la membrana basal, en este estrato se encuentran gueratinocitos,

melanocitos y células de Merkel.

e Estrato espinoso: formado por la division de las células provenientes del
estrato basal, con un espesor de una o dos capas celulares en zonas pilosas y

hasta diecinueve capas celulares en las almohadillas o plano nasal.

e Estrato granuloso: de acuerdo a la zona del cuerpo tiene un espesor
discontinuo formado por una célula aplanada en areas recubiertas con pelo

hasta cuatro u ocho células en las almohadillas.

e Estrato lucido: formado por queratinocitos sin nucleo, muertos y aplanados
en una fina banda, se encuentra en areas sin pelo altamente queratinizadas

como almohadillas o plano nasal.
e Estrato corneo: conformado por células muertas que puede formar hasta 34

capas de células, es el estrato méas externo encontrdndose en contacto con el
ambiente (Paterson, 2009; Ruano, 2018).

1.3.1.2 Dermis

Localizada entre la membrana basal y la hipodermis, se trata de un tejido fibroelastico

constituido por fibras elasticas y una red de colageno. Representa la mayor parte de la



piel que brinda la resistencia a la traccion y elasticidad cutanea. En ella se sitlan vasos
sanguineos, anejos (foliculo piloso, glandulas sudoriparas y glandulas sebaceas) y
terminaciones nerviosas. Ademas, se compone de fibroblastos, mastocitos, linfocitos,

macrofagos, eosindfilos y neutréfilos (Paterson, 2009; Ruano, 2018).

1.3.1.3 Hipodermis

También Ilamado tejido subcutaneo, se encuentra debajo de la dermis, formado por
grasa con fibras de colageno y fibras elasticas que contiene adipocitos en su interior.
Esta capa es gruesa en la mayoria de perros y gatos, pero la cantidad y elasticidad de
la piel varia de acuerdo a la raza, condicion fisica y ubicacion. Cumple con funciones
como lareserva de energia y parte importante en la termorregulacion (Paterson, 2009;
Ruano, 2018).

1.3.2 Funciones de la piel

e Proteccion: proporciona una barrera entre el individuo y el medio ambiente

creando una defensa fisica contra microorganismos, dafios fisicos y quimicos.

e Sensibilidad: la piel es un 6rgano sensorial al tener receptores de presion,

tacto, dolor, prurito y temperatura.

e Elasticidad para permitir el movimiento

e Funciones metabolicas: cumple con estas funciones a través de participar en
la produccion de vitamina D y al ser la zona de almacenamiento de triglicéridos

que proporciona energia al cuerpo.

¢ Almacenamiento: barrera eficaz en la perdida de agua y electrolitos, asi como

almacenamiento de los mismos, carbohidratos y proteinas.



e Termorregulacion: esta funcion permite evitar la pérdida de calor por medio
de pelaje y tejido adiposo manteniendo la temperatura del cuerpo (Ruano
2018, Paterson 2009).

1.3.3 Principales dermopatias

Las patologias dermatoldgicas representan del 20 al 75% de casos presentes en la
consulta veterinaria, siendo la més alta casuistica, dentro de los principales procesos
dermatoldgicos. En pequefias especies se encuentran aquellas causadas por parasitos,
bacterias, hongos, problemas enddcrinos, reacciones alérgicas e inmunoldgicas y

deficiencias nutricionales (Silvestre et al., 2021).

1.3.3.1 Dermatitis por acaros

Las dermatitis causadas por ectoparasitos son comunes en la consulta veterinaria.
Dentro de estos se encuentran los acaros, los cuales parasitan la piel generando lesiones
como: prurito, alopecia localizada o multifocal, hiperpigmentacion, foliculitis, costras
y descamacion, por lo que suele confundirse con otras dermatopatias. Existe una gran
variedad de &caros que actlan como agentes causales, de los cuales Demodex y
Sarcoptes son los mas comunes manifestando lesiones en cara, extremidades, cabeza,

abdomen, pabellon auricular, dorso y lomo (Carrasco & Cornejo, 2017)

1.3.3.2 Dermatitis atopica

Es una de las enfermedades cutaneas mas comunes en caninos, se trata de una
patologia genéticamente determinada y asociada a la hipersensibilidad causada por
alergenos ambientales (polen, polvo, acaros, hongos, plantas, entre otros). Se
manifiesta generalmente en animales jovenes con edades entre uno y tres afios. Las
lesiones varian pudiendo desarrollar eritema, prurito, alopecia, descamacidn,

liquenificacion, costras, hiperpigmentacion y excoriaciones provocadas por
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autotraumatismo en abdomen, extremidades, cara y orejas. Esta dermatitis presenta la
mayor susceptibilidad a la presentacion de dermopatias secundarias como piodermas,
dermatitis por Malasseziay otitis externa en el 80% de los casos (Carrion, 2011; Patel
& Forsythe, 2010).

1.3.3.3 Dermatitis alérgica a la picadura de la pulga (DAPP)

Es ocasionada por la hipersensibilidad a los elementos presentes en la saliva de la
pulga. Siendo una reaccion alérgica que se manifiesta con inflamacién cuténea, prurito,
alopecia, anemia en infestaciones severas y lesiones secundarias por autotraumatismo
a causa del prurito. En general, provocadas en la base de la cola, abdomen, dorso,
flancos y region de los muslos. Por lo regular, los caninos raramente expuestos a estos
ectoparasitos presentan una mayor probabilidad a este problema que aquellos que han

sido expuestos, al desarrollar una tolerancia (Laverde, 2018).

1.3.3.4 Dermatopatias de origen endocrino

Dentro de las enfermedades endocrinas el hipotiroidismo y el sindrome de Cushing
representan las mas comunes con manifestaciones cutaneas. El hipotiroidismo es la
dermatopatia endocrina mas frecuente, generada por el fallo en la sintesis y
segregacion de hormonas tiroideas pudiendo ser primario, secundario o terciario en
dependencia del lugar en que se produzca la anomalia siendo estas: glandula tiroides,
pituitaria o el hipotalamo. En el curso de la enfermedad se puede observar incremento
de peso, intolerancia al ejercicio, bradicardia, letargo y con mayor frecuencia procesos
dermatoldgicos como cola de rata, alopecia no pruriginosa, hiperpigmentacion, pelaje
seco Yy aspero, seborrea y cominmente se desarrollaran complicaciones secundarias
como dermatitis por Malassezia, piodermas y otitis (Patel & Forsythe, 2010;
Paterson, 2009).

El hiperadrenocortisismo o sindrome de Cushing se produce de forma iatrogénica

debido a dosis elevadas o prolongadas de glucocorticoides o de forma espontanea por
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exceso de secrecion de hormona adrenocorticétropa. Los caninos con sindrome de
Cushing presentan sintomas como polidipsia, poliuria, polifagia, letargia, lesiones
dermatologicas (alopecia, seborrea, hiperpigmentacion, comedones, calcinosis
cutanea y adelgazamiento de la piel) y enfermedades secundarias como piodermas,
sobrecrecimiento de levaduras, dermatofitosis o demodicosis (Laverde, 2018;
Paterson, 2009).

1.3.3.5 Dermatofitosis

La dermatofitosis se trata de una infeccion cutdnea ocasionada por hongos
filamentosos Ilamados dermatofitos que se alimentan de la queratina del estrato
corneo. Esta dermatopatia es causada principalmente por Microsporum, Trichophyton
y Epidermophyton. Se pueden manifestar lesiones alopécicas redondeadas focales o
multifocales, con presencia 0 ausencia de prurito, eritema, papulas o
hiperpigmentacion en orejas, lomo, cara y patas generalmente. Su presentacion se
relaciona con la humedad, calor, higiene deficiente, hospedador inmunocomprometido

y tiene mayor predisposicidn en animales jovenes (Laverde, 2018; Vera, 2017).

1.3.3.6 Dermatitis por Malassezia

La dermatitis por Malassesia es una dermatitis pruriginosa cuyo agente causal son las
levaduras del género Malassezia que forman parte de la microflora cutdnea normal,
por lo que, se considera un patdgeno oportunista en la piel y conducto auditivo externo.
El desarrollo de la enfermedad se asocia con seborrea, alopecia, hiperpigmentacion,
prurito, eritema, exceso de cera de coloracion castafio oscuro en el conducto auditivo
y olor desagradable. Puede afectar orejas, cara, cuello, extremidades, areas
interdigitales, abdomen, pliegues cutaneos, etc (Horne et al., 2020; Patel & Forsythe,
2010).
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1.3.4 Malassezia

El termino Malassezia fue creado en 1889 por Baillon para dar cabida a la levadura
Malassezia furfur detectada en humanos con lesiones cutaneas, este género fue
denominado Malassezia en honor a Louis Charles Malassez quien diferencid las
levaduras como un género de hongos unicelulares. Su deteccion en animales no fue
hasta 1925 cuando el cientifico Weidman detectd por primera vez levaduras en forma
de botella en un Rhinoceros unicornis con dermatitis exfoliativa y clasificé a dicha
levadura en el género Pityrosporum (denominacion propuesta por el médico Raymon
Sabouraud en 1910) y la especie P.pachydermatis (Guillot & Bond, 2020; Lithner,
2017).

Malassezia spp es un género de microorganismos del reino de los hongos, conocido
como levaduras, y se caracteriza por ser lipofilica dependiente o no dependiente de
lipidos. Este género actualmente se encuentra conformado por 18 especies que pueden
estar presentes como parte de la microbiota cutanea normal de animales y humanos
(Guillot & Bond, 2020; Lithner, 2017).

Tabla 1
Taxonomia de Malassezia spp

Reino: Fungi

Filo: Basidiomycota
Sub-filo: Ustilaginomycotina
Clase: Exobasidiomycetes
Orden: Malasseziales
Familia: Malasseziaceae
Género: Malassezia
Especies: M.furfur
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M.pachydermatis
M.obtusa,
M.globbosa
M.dermatis
M.slooffiae
M.sympodialis
M.japonica
M.restricta
M.nana,
M.equina,
M.cunicula
M.yamatoensis
M.psittaci
M.caprae
M.brasiliensis

M.arunalokei

M.vespertilionis
(Guillot & Bond, 2020).

1.3.5 Malassezia en caninos

Los informes sobre la deteccién de Malassezia en animales domésticos iniciaron en
1955 cuando Gustafsor detectd una levadura en forma de botella, reconociéndola en el
género Pityrosporum, y creando la especie P.canis, sin embargo, en 1961 Fraser
estudié dichas levaduras y las clasifico como P.pachydermatis. Las denominaciones
Pityrosporum y Malassezia se consideraron sinénimos hasta 1986, cuando la
Comision Internacional de Taxonomia de Hongos acept6 el nombre de Malassezia

como la designacion correcta para este género (Puig, 2017).

En la década de los 70, Dufait fue el primero en informar una dermatitis causada por
Malassezia en caninos, y tiempo después se presentaron estudios sobre casos clinicos

que llamaron la atencion de la enfermedad, dando como resultado en 1988 una
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descripcién por parte de Larsson y en 1992 una investigacion realizada por Pederson,
quien posteriormente publicé casos clinicos en caninos donde describe técnicas

diagnosticas y resultados de tratamientos (Bond et al., 2020).

Actualmente, la Malassezia pachydermatis es reconocida por formar parte de la
microflora cutanea normal en caninos, encontrandose presente a partir de los tres dias
de edad, lo que sugiere una transmisién materna. La poblacion normal de Malassezia
es variable en relacion a las areas anatomicas, encontrdndose una mayor poblacion en
el conducto auditivo, area interdigital, &rea perianal y uniones mucocutaneas (Bond et
al., 2020; Lithner, 2017).

1.3.5.1 Fisiologiay patogenicidad

Fisioldgicamente, las levaduras del genero Malassezia se caracterizan por ser
lipofilicas, es decir, utilizan los lipidos como fuente de carbono debido a la falta de
sinterizacion de acidos grasos saturados, sin embargo, la Malassezia pachydermatis es

la Unica especie que no depende Unicamente de lipidos (Lopez, 2018).

Su mecanismo patdgeno se basa en su capacidad queratolitica, es decir, provoca una
ruptura de la queratina de las células invadidas, que puede ser mecanica o quimica.
Ademas tienen la capacidad de adherirse a los corneocitos y secretar enzimas (ureasa,
proteasas, lipoxigenasas, fosfolipasas, entre otras) que contribuyen en el proceso
inflamatorio de la piel y la interaccion entre hospedador y levaduras (Carrién, 2011;
Lépez, 2018).

También, actia como un patogeno al presentarse desequilibrios en el microclima
cutaneo, lo que favorece su sobrecrecimiento. Estas alteraciones en la superficie de la
piel se pueden originar por un incremento en la produccion de cebo o cera, aumento
de la humedad a su vez causa maceracion de la piel, o por un lamido excesivo que

ocasiona traumas (Zhifin, 2021).
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1.3.5.2 Lesiones y signos clinicos

Las lesiones causadas por el sobrecrecimiento de Malassezia pueden ser localizadas o
generalizadas, casi siempre se presenta como una patologia pruriginosa que puede ir
de leve a severa. Clinicamente se puede observar presencia de eritema, seborrea,
escamas, costras, papulas y con el avance de la afeccion pueden aparecer zonas

alopécicas (Horne et al., 2020).

En casos crénicos se desarrolla hiperpigmentacion, liquenificacion y excoriacion,
ademas, a nivel podal puede presentar paroniquia (coloracion marron rojiza en garras
o pelaje). El sobrecrecimiento a nivel auricular se manifiesta con casos de otitis externa
causando eritema, prurito, acumulo de secrecion serosa, y en afecciones cronicas
liquenificacion de la superficie del pabellon auricular. Generalmente los pacientes
presentan un caracteristico olor fuerte y desagradable, parecido a un aroma de
humedad o rancio (Bond et al., 2020b; Horne et al., 2020).

Las aéreas que pueden verse afectadas por esta levadura se localizan usualmente en
zonas corporales humedas y célidas, como cara, orejas, cuello ventral, cara media de
extremidades, area interdigital, pliegues cutaneos, axilas, ingle, regiones perivulvar,
perianal y peribucal. Con frecuencia las zonas mayormente afectadas son el area

interdigital, oido, ingle, axila y periné (Bond et al., 2020a; Vera, 2017).

1.3.6  Sobrecrecimiento en procesos dermatoldgicos

El sobrecrecimiento de Malassezia pachydermatis se puede ver facilitado por
alteraciones en el microclima cutaneo causado por el descenso de mecanismos
inmunoldgicos capaces de restringir la colonizacion de la superficie de la piel,
favoreciendo la proliferacion para convertir esta levadura en un patdégeno oportunista

secundario a factores mecanicos o quimicos que alteren el estrato corneo.
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Se ha informado el sobrecrecimiento de esta levadura asociada al prurito, trastornos
de queratinizacion, uso prolongado de corticosteroides y antibioticos, dermatitis
seborreicas, endocrinopatias (hipotiroidismo y sindrome de Cushing) y con mayor
frecuencia debida a dermatitis atpica y dermatitis alérgica a las pulgas. Registrandose
el 33% de casos de dermatitis atopica documentados en un estudio (Bond et al.,
2020b; Esumi et al., 2021).

1.3.7 Riesgos en humanos

La Malassezia pachydermatis es considerada como una especie posiblemente
zoonotica, es decir, se puede transmitir de animales a humanos, dentro de una
investigacion se informo la presencia de esta levadura como causa de un granuloma
facial, y se ha evidenciado casos positivos en humanos saludables y en aquellos con
enfermedades con una dermatosis, siendo el factor comun el contacto con animales
domeésticos, por lo cual se podria suponer una transmisién por contacto. Sin embargo,
no se disponen mayores registros epidemioldgicos relacionados con el contacto con
mascotas por lo tanto se considera un riesgo de zoonosis bajo (Bond et al., 2020;
Guillot & Bond, 2020).

1.3.8 Diagnostico

Su diagndstico se realiza en base a la anamnesis, un examen fisico y pruebas
complementarias, sin embargo su manifestacion es similar a otras patologias cutaneas,
por lo que la mejor forma de determinar su sobrecrecimiento es la identificacion de
Malassezia mediante técnicas diagnosticas como: citologia superficial, cultivo o
histopatologia (Bond et al., 2020).
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1.3.8.1 Citologia superficial

Es considerado el método diagndstico de eleccidn por su rapidez, precision y por ser

econdmico. Esta técnica consiste en la visualizacion de particularidades superficiales

del estrato corneo mediante microscopia. La obtencion de una muestra puede llevarse

a cabo por diferentes métodos, como impresion directa, cinta adhesiva o hisopado. El

método de recoleccidn se elige en base al area afectada, el tipo de lesion y el

temperamento del paciente (Bajwa, 2017; Paterson, 2019).

La impresion directa suele ser utilizada en lesiones humedas o con exudado
Ceroso y consiste en presionar suavemente un porta objetos sobre la lesion
cutanea para obtener la muestra. Dicha muestra sera secada al aire y tefiida
mediante Diff quik. Luego, se realiza una observacion microscépica a bajo
aumento donde se selecciona un area representativa para su posterior
observacién en alto aumento (100x) utilizando aceite de inmersién (Bond et
al., 2020; Paterson, 2019).

La toma de muestra por cinta adhesiva emplea 10 cm de cinta que se coloca
sobre la lesion y se presiona suavemente para asegurar el contacto con la piel,
la cinta es colocada en el portaobjetos con la parte adhesiva hacia arriba. A
continuacion la cinta es tefiida y observada en el microscopio (Rodriguez &
Manzuc, 2016).

La impresion indirecta o hisopado es empleado en areas interdigitales,
conducto auditivo y lesiones oleosas. Esta técnica consiste en aplicar un hisopo
en el area lesionada y rotarlo durante 30 segundos sobre la superficie para
posteriormente impregnar la muestra en un portaobjetos mediante
movimientos rotatorios en forma lineal para su subsiguiente tincion y
observacion (Bajwa, 2017; Diaz et al., 2022).
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Microscopicamente la Malassezia pachydermatis presenta una morfologia tipica
ovalada descrita como una forma de huella de zapato de 3 a 8 um de diametro, la cual
es identificable con aumento de 40x o 100x como una estructura con coloracion azul
oscura o0 purpura que se puede encontrar agrupada, aislada o adherida a queratocitos
(Helton & Werner, 2018).

Dado que Malassezia pachydermatis forma parte de la microflora normal no se define
un nimero de levaduras por campo para ser considerado patdgeno, sin embargo,
Paterson (2009) menciona que la presencia de méas de 2 levaduras por campo se

considera positivo (100x).

Figura 2

Morfologia microscopica de Malassezia pachydermatis

-

‘ o] N
Célula de Malassezia pachydermatis (flecha naranja)

(Bond et al., 2020).

1.3.8.2 Cultivo

El cultivo no es comunmente utilizado para el diagnostico de levaduras, sin embargo,
es ampliamente empleado para su cuantificacion. ElI género Malassezia crece
preferiblemente en agar Dixon modificado debido a su afinidad de crecimiento para
especies dependiente de lipidos, no obstante, Malassezia pachydermatis es aislado en
medio agar Dextrosa Sabouraud por ser la Unica especie de este género que crece en

este medio. ElI medio de cultivo es incubado por un periodo de tres a siete dias a
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temperatura de 28 a 37°C. Los estudios han determinado que la poblacion serd menor
en el dia tres, pero no existira variacion en la poblacion entre el dia cuatro y siete de
incubacién (Bond et al., 2020b; Carridn, 2011)

No se establece un numero de unidades formadoras de colonias exacto para el
diagnostico de esta levadura, aunque se han realizado investigaciones comparativas
entre caninos sanos y con lesiones dermatoldgicas que han propuesto que mas de 70
unidades formadoras de colonias sugiere un diagndstico positivo de sobrecrecimiento
(Lithner, 2017).

Macroscopicamente, las colonias de Malassezia pachydermatis se visualizan de
tamafio pequefio de 1 a 3 mm de didmetro, coloracién de beige al amarillento, de
textura algodonosa o cremosa y aspecto liso, plano o convexo (Villota, 2016).
Microscopicamente, su identificacion se realiza empleando un pedazo de cinta
adhesiva que se coloca sobre la superficie de la colonia y que posteriormente es
depositada sobre un portaobjetos que contiene una gota de tincién azul de lactofenol.
En el microscopio se observa la morfologia ya descrita en la técnica de citologia
(Villota, 2016).

Figura 3
Colonias de Malassezia pachydermatis

(Cabaries, 2019).
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1.3.8.3 Histopatologia

A pesar de mencionarse dentro de las técnicas diagndsticas para levaduras no es
comunmente empleado, sin embargo, es posible identificar levaduras en el estrato
corneo en muestras de biopsias. Su visualizacion se realiza entre la queratina lugar en
el que se localizan células ovaladas con diametro de 3 a 8 um las cuales se diferencian
por medio del método del acido periddico-schiff (PAS) el cual permite tefiir moléculas
como glucoproteinas, glucégeno y componentes celulares con contenido de hidratos
de carbono (Carrion, 2011).

1.3.9 Tratamiento

La terapéutica en casos de Malassezia esta basada en terapias topicas y/o sistémicas,
siendo las terapias topicas las mas recomendadas debido a su menor riesgo de

toxicidad y efectos adversos (Carrion, 2011).

1.3.9.1 Terapia topica

El tratamiento topico se considera efectivo ya que Malassezia se encuentra en el estrato
corneo por lo que es muy Util el uso de lociones, soluciones, geles, cremas y champds.
Los principios activos mayormente empleados por su efectividad son clorhexidina
desde el 2% al 4% y los imidazoles (ketoconazol, miconazol, etc) que pueden ser

utilizados solos o combinados (Lithner, 2017).

Generalmente se emplean tratamientos a base de champus, conocidos como bafios
medicados, cuya frecuencia de aplicacion varia en dependencia de la gravedad de la
enfermedad y la extension de las lesiones. En procesos con lesiones extensas se han
llegado a utilizar bafios diarios, sin embargo, lo mas utilizado son bafios de dos o tres
veces por semana con duracion de la terapéutica variable dependiendo de la gravedad.
La duracidn de aplicacion del producto es recomendable de 10 a 15 minutos ya que los

bafios cortos reducen la efectividad (Carrion, 2011; Horne et al., 2020).
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1.3.9.2 Terapia sistémica

El género Malassezia es sensible a los imidazoles y derivados de la alilamina al inhibir
la sintesis de ergosterol componente de la membrana celular de la levadura causa
muerte celular. Suele ser empleada cuando la enfermedad es de moderada a grave, asi
como en casos en los que los propietarios no optan por realizar la terapia topica. La
terapéutica se realiza por via oral con antimicéticos dentro de los que se incluyen
fluconazol, ketoconazol, itraconazol y terbinafina (Horne et al., 2020; Lithner,
2017).

e Ketoconazol: estudios realizados in vivo han mostrado el efecto del
ketoconazol en el mejoramiento de los signos clinicos y disminucion en la
poblacion de colonias de Malassezia, mediante la aplicacién de tratamientos a
5y 10 mg/kg una vez al dia. Este es un medicamento tolerado en caninos
tomando en cuenta sus efectos adversos como vémitos, letargo, diarrea,

anorexia y efecto hepatotoxico (Bond et al., 2020b; Horne et al., 2020).

e Fluconazol: la eficiencia de fluconazol con administracion oral de 5 a 10
mg/kg para el control de los signos clinicos y proliferacion de esta levadura se
demostro en un estudio comparativo entre ketoconazol y fluconazol en el cual
no se evidencid diferencias significativas entre ellos, sin embargo, se demostro
menor presentacion de efectos adversos (Bond et al., 2020a; Horne et al.,
2020).

e Itraconazol: se administra en dosis de 5 mg/kg cada 24 horas o en terapia de
pulso (2 dias consecutivos a la semana) resulta favorable como terapéutica en
dermatitis por Malassezia. sin diferencias en sus resultados. Estudios
realizados demuestran una rara presentacion de vomitos y anorexia en caninos
(Horne et al., 2020)
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e Terbinafina: es un derivado de la alilamina, tomado por via oral a dosis de
30mg/kg reduce la cantidad de levaduras presentes en la superficie cutanea,
pero produce elevadas concentraciones en estrato corneo, por lo que es
mayormente sugerida en enfermedades sistémicas ya que se encuentran altos

valores séricos (Bond et al., 2020a).

En la actualidad se esta considerando la resistencia de Malassezia pachydermatis a
ciertos antimicoticos, pues se han reportado casos de resistencia tras la exposicion
prolongada, ademas, a través de investigaciones in vitro se ha determinado la
resistencia de esta levadura a compuestos azolicos, con la teoria de que la causa se
debe a mutaciones en el gen codificador de la enzima esterol-14adesmetilasa, sin
embargo son pocos los casos in vivo documentados, aunque se considera la
presentacion de casos no documentados, por lo que no se ha establecido la importancia

que se le debe dar a esta problematica (Angileri et al., 2019).

1.3.10 Acido hipocloroso

A raiz del elevado numero de muertes de soldados en la primera guerra mundial a
causa de heridas infectadas se inici0o la investigacion de un desinfectante que al
aplicarlo sobre las heridas fuera capaz de destrozar toxinas y microorganismo sin
causar dafio en el tejido. Es asi como en 1915 Alexis Carrel y Henry Dakin obtienen
la denominada solucion de Dakin, que consiste en una solucion tamponada de
hipoclorito de sodio con efecto bactericida y sin dafio a tejidos, sin embargo, se
suspendid su utilizacion debido a la baja estabilidad y su método de preparacion
(Plata, 2017).

En la década de los 80 se reinician las investigaciones y en el afio de 1989 el cientifico
Stephen Weiss detectd el poder bactericida del acido hipocloroso producido por
neutréfilos. La estabilidad de su molécula se logra en 1993 para el empleo terapéutico

en infecciones cutaneas (Cevallos, 2014).

El &cido hipocloroso (HCIO) también llamado monoxoclorato de hidrogeno o clorato
de hidrégeno es un derivado de la union entre el 6xido &cido de cloro y agua (H20).
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Es catalogado en el grupo de moléculas reactivas de oxigeno o también conocidas
como agnosidos, ademas forma parte del grupo de moléculas antimicrobianas no
antibioticas gracias a su caracteristica microbicida de rapida accion, amplio espectro y

alto margen de seguridad (Arévalo, 2022; Lafaurie et al., 2015).

Presenta un pH de &cido a neutro (5.5-7) lo que le facilita la penetracién celular por
difusion pasiva a través de la pared celular y membrana citoplasmatica al actuar sobre
proteinas y acidos nucledtidos generando desnaturalizacién y muerte celular (Arévalo,
2022) .

El HCIO es sintetizado en el organismo fisiologicamente en el fagosoma de
neutréfilos, macréfagos y células de VVon Kupffer durante el estallido respiratorio
(proceso inmunolégico causado en la fagocitosis de antigenos). En este proceso las
celulas producen peroxido de hidrogeno (H202) en la membrana del fagolisosoma
mediante la actuacion de la enzima nicotinamida-adenina dinucledtido fosfato oxidasa
(NADPH) sobre el oxigeno molecular (O), una vez formado se une con el ion cloro
para formar &cido hipocloroso (HCIO) gracias a la enzima miloperoxidasa (MPO) en
el lumen del fagolisosoma. El cual se acidifica con la finalidad de estabilizar la
molécula para su posterior liberacién a nivel extracelular (Lafaurie et al., 2015).

Investigaciones de estimulo in vitro de neutrofilos determinan que 10 células producen
0,IM de HCIO, cantidad capaz de destruir en menos de 5 minutos 1,5 x 107,

Escherichia coli.

1.3.10.1 Métodos de obtencion

Puede ser obtenido quimicamente por diferentes métodos capaces de producir HCIO
de actividad microbicida moderada, estabilidad reducida y bajo porcentaje de &cido
hipocloroso libre. Estos métodos se describen a continuacion:

e Hidrdlisis de gas de cloro

Clb+H,O > HCIO+H"+CI
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Este método cominmente es empleado en la desinfeccion de aguas. Consiste en
agregar cloro gaseoso (Cl.) en agua, lo que resulta en la reaccion de estos compuestos
por medio de hidrolisis e ionizacién para formar acido hipocloroso. Debido a la
inestabilidad de la molécula obtenida, asi como las elevadas concentraciones cloradas
en la solucion, su utilizacién clinica es reducida (Lafaurie et al., 2015).

e Acidificacion del hipoclorito

OCI + H+ — HOCl1

Es el método mas empleado para su obtencion, debido a la disponibilidad comercial
del hipoclorito de sodio. Ademas, a pesar de su baja estabilidad para usos prolongados
permite una mayor produccion de acido hipocloroso en solucion con potencial redox,
el cual se encuentra entre 1000 mV y 1200 mV (Lafaurie et al., 2015). Su obtencién
consiste en la acidificacion del hipoclorito por presencia de iones hidrogeno lo cual

resulta en la disminucion de su pH (Cevallos, 2014).

e Electrdlisis de solucién de sal

Método utilizado regularmente por ser ideal para procesos de desinfeccion de
superficies e instalaciones, asi como en equipos médicos. Sin embargo, por su
produccion in situ su utilizacion debe ser en un tiempo maximo de 6 horas (Lafaurie
et al., 2015).

Consiste en la produccion de cloro y acido hipocloroso in situ a partir de sales comunes

diluidas en agua, mediante el uso de electrodos que circulan en eléctrica continua.

Sobre la superficie de los electrodos se producen las siguientes reacciones quimicas:

25



Figura 4

Electrolisis de solucion de sal, reaccion

POLO NEGATIVO (catodo): 2H,0+2¢ = H, +20H

T Hicramseemos Hidroevil

POLO POSITIVO (anodo):  2H,0= O, +4H" +4e

Chvigena

NaCl = I, 2Na” +2¢
L T

Cl, +OH < HCLO +

Cloro ion Acido cloro
Gaseoso  hidroxilo hipocloroso

(Cevallos, 2014)

Con la generacion sobre los electrodos de cloro e hidroxido sddico estos se combinan

formando acido hipocloroso (Cevallos, 2014).

1.3.10.2 Usos

El acido hipocloroso es ampliamente utilizado en diferentes areas, tales como: la
agricultura en el control de gérmenes perjudiciales para cultivos, la industria
alimentaria como desinfectante en plantas de envasado, desinfeccion de variedad de
instalaciones, entre otras (Unangst, 2017). A nivel clinico es ampliamente utilizado
en medicina humana como antiséptico quirargico y postquirurgico, en la asepsia y
cuidado de lesiones cutaneas. También se utiliza en odontologia por sus caracteristicas
antisépticas y antinflamatorias. A nivel veterinario este compuesto forma parte de
tratamientos de queratoconjuntivits, heridas, mastitis, Ulceras cutaneas, irrigacion
intraabdominal, en el control de placa bacteriana y se encuentra en investigaciones

constantes en diferentes areas (Plata, 2017).

Sus amplias aplicaciones se deben a su eficacia en investigaciones in vitro sobre
bacterias, parasitos y hongos, entre los que se encuentran, por ejemplo: Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella enteritidis,

Aspergillus, Candida albicans, entre otras (Soto & Gonzélez, 2016).
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1.4 Objetivos e hipotesis

141

1.4.2

143

Objetivo general

Determinar el efecto del acido hipocloroso como alterativa terapéutica en el
control de la poblacién de Malassezia pachydermatis en caninos con procesos
dermatoldgicos.

Objetivos especificos

Determinar el efecto del acido hipocloroso al 0,5% sobre la poblacion de
Malassezia pachydermatis mediante el conteo de unidades formadoras de

colonias post tratamiento.

Comparar la efectividad entre clorhexidina al 2% y acido hipocloroso al 0,5%
sobre la poblacion de Malassezia pachydermatis mediante la cuantificacion de

unidades formadoras de colonias después de 20 dias de tratamiento tdpico.
Determinar la presencia de Malassezia pachydermatis mediante el estudio de
citologia cutdnea y medio de cultivo a través de la presencia de unidades

formadoras de colonias antes del tratamiento.

Hipotesis

Ha: El &cido hipocloroso al 0,5% actta de manera efectiva en el control de la poblacion

de Malassezia pachydermatis en pacientes con problemas dermatoldgicos.
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CAPITULO II.- METODOLOGIA

2.1 Ubicacion

El presente trabajo se llevd a cabo en los Centros y Clinicas Veterinarias del canton
Cevallos. El cantdn Cevallos se encuentra localizado en la provincia de Tungurahua al
sur-oriente de la ciudad de Ambato, cuyos limites son: al norte con el canton Ambato,
al sur con los cantones Mocha y Quero, al este con el canton Pelileo y al oeste con los
cantones Tisaleo y Mocha (GAD Municipal del cantén Cevallos, 2011).

Los establecimientos veterinarios en los que se realizo la presente investigacion se

encuentran ubicados en las siguientes coordenadas geogréficas:

Tabla 2

Ubicacion de los centros veterinarios del canton Cevallos

Coordenadas geograficas UTM
Veterinaria 1 X:765027

Y: 9850059

: 765270

: 9849930

: 765400

: 9850058

: 766094

Y: 9848646

(GPS Status, 2022)

Veterinaria 2

Veterinaria 3

X < X < X

Veterinaria 4
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Figura 5
Mapa del cantén Cevallos con localizacion de los Centros y Clinicas de atencion

Veterinaria

Montalvo

Vet 1Q°ﬂ Vet3

Yet 2

Yanahurco

el Centro Q . - =
W Centro de Salud PO

Google Maps, 2022

2.2 Caracteristicas del lugar

El canton Cevallos corresponde a un territorio de suelo arenoso y seco, posee un clima
templado entre los 13°C a 16°C con reduccion de la temperatura durante los meses de
mayo Y agosto; y de fuerte accion solar durante los meses de octubre y noviembre. Su
jurisdiccion comprende 18.79 km? (GAD Municipal del canton Cevallos, 2011) .

2.3 Materiales y equipos

Material de campo
e Acido hipocloroso 0.5%
e Clorhexidina 2%
e Medio de trasporte Stuart
e Hisopos estériles
e Portaobjetos

¢ Cinta adhesiva transparente
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Agua destilada

Solucion fisiolégica

Rasuradora

Caja almacenadora de portaobjetos
Gasas

Filipino

Guantes

Mascarilla

Material de oficina

Céamara de fotos
Computadora
Marcador permanente

Boligrafos

Hojas

Material de laboratorio

Agar dextrosa Sabouraud
Cloranfenicol

Tincién Diff-Quick
Vasos Coplin plasticos
Cajas Petri

Azul de lactofenol
Aceite de inmersién
Portaobjetos

Frasco de vidrio tapa rosca azul
Vaso de precipitacion
Papel aluminio

Cucharas medidoras
Papel absorbente

Guantes
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Equipos
e Incubadora
e Microscopio
e Autoclave
e Agitador magnético

e Estufa de laboratorio

2.4 Factores de estudio

La presente investigacion tiene como factores de estudio el tratamiento basado en el
empleo de &cido hipocloroso 0.5% y tratamiento mediante clorhexidina al 2%.

2.5 Seleccion de la muestra

Mediante la informacién proporcionada por las clinicas veterinarias basada en sus
registros se presenta en conjunto de los cuatro establecimientos un total de 20 pacientes
dermatoldgicos en 30 dias, un total de 40 pacientes en el periodo de la presente
investigacion. A partir de este dato, se aplica el calculo de tamafio de la muestra de

poblaciones finitas mediante la siguiente formula:

3 NZ?%pq
T d2(N-1)+Z2pq
(Sucasaire, 2022).

n

Donde:

n= tamafio de la muestra

N= poblacion total

Z=nivel de confianza

p= probabilidad de éxito

g= probabilidad de fracaso (g= 1-p)

d= precision absoluta (Sucasaire, 2022).

Para el calculo:
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n=tamafo de la muestra

N= 40

Z=1.96 equivalente a un nivel de confianza de 95%
p= 0.5 equivalente al 50%

g= 1-p (equivalente a 0.5)

d= 0.05 equivalente a una precision del 95%

3 (40)(1.96)* (0.5)(0.5)
" (0.05)2(40 — D) + (1.96)% (0.5)(0.5)

3841
=706
n = 3623

n =36

2.6  Criterio de inclusion
Los caninos fueron elegidos bajo criterio de inclusion en el cual se toman como parte
de la poblacién a caninos de cualquier raza, edad y sexo cuyo examen clinico y

exadmenes de laboratorio manifestaron una afeccion dermatolédgica con presencia de

Malassezia pachydermatis confirmada mediante citologia superficial.

2.7 Manejo del experimento

2.7.1 Toma de muestras
Por medio del examen clinico se identificaron las zonas anatémicas con afecciones

cutaneas de las cuales se tomaron dos muestras empleadas para andlisis de citologia

cutanea y cultivo para conteo de unidades formadoras de colonias.
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2.7.1.1 Citologia cutanea

Técnica Cinta adhesiva

En aquellos caninos con presencia de pelo en las areas lesionadas se realizo la
tricotomia de la zona a muestrear, un trozo de aproximadamente 10cm de cinta
adhesiva transparente se aplicé sobre la zona afectada de tal manera que la
parte adhesiva quedara en contacto con la piel, la cinta se presion6 suavemente
con ayuda del pulgar varias veces para asegurar un correcto contacto con la
piel y posteriormente fue despegada rapidamente (Paterson, 2019; Rodriguez
& Manzuc, 2016).

Luego la cinta se colocd en un portaobjetos con la parte adhesiva hacia arriba
y fue sujetada al portaobjetos con dos pedazos de cinta colocados en los
extremos para mas adelante pasar por tincion Diff-Quick (Rodriguez &
Manzuc, 2016).

El portaobjetos se coloc6 en una caja transportadora de portaobjetos y fue
Ilevado al laboratorio de la Universidad Técnica de Ambato donde fue tenida

y observada al microscopio.

Tincién

La tincion de las muestras se realizd mediante Diff Quick; esta técnica se trata de una

modificacion de tincion de Wright que a su vez es una tincion tipo Romanowsky pero

otorgando la ventaja de rapidez y facilidad ya que en menos de un minuto la muestra

esta lista para la observacion (Bajwa, 2017). La tincidn se efectué empleando los

siguientes pasos:

Previo a la realizacién de la tincion los reactivos fueron vertidos en vasos

Coplin de plastico individuales debidamente identificados.
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Las placas se sumergieron suavemente cinco veces con duracion de un segundo
cada vez en el recipiente identificado como solucion 2 (eosinofilica). Al
terminar el proceso la placa fue sostenida verticalmente sobre papel absorbente

para eliminar el exceso del reactivo.

Posteriormente la placa se sumergié cinco veces con duracién de un segundo

cada vez en el recipiente identificado como solucion 3 (basofila).

Finalmente, la placa se enjuagd con agua destilada al situar la placa de tal
manera que la corriente de agua se dirija hacia el extremo superior de la placa

y de esta manera recorra la misma en su totalidad.

Una vez enjuagado el portaobjetos, se acomodo verticalmente y se dej6 secar
al aire libre (Neuber.A & Nuttall, 2017; University of Bristol, 2017).

Técnica de hisopado

Se empled un hisopo estéril el cual fue aplicado con movimientos de rotacion
sobre la superficie corporal afectada (Bajwa, 2017; Gordillo. E, 2010).

Posteriormente la muestra se impregnd en un portaobjetos ejerciendo una
ligera presion en el hisopo. Con movimientos rotatorios en forma lineal se
impregné por tres ocasiones en la superficie del portaobjetos formando tres
lineas (Gordillo. E, 2010).

El portaobjetos con las impresiones se rotuld y dejo secar al aire libre. La
muestra paso por tincion Diff- Quick y posteriormente se puso en la caja
transportadora de portaobjetos para ser llevado al laboratorio de la Universidad

Técnica de Ambato para su observacion.
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2.7.1.2 Cultivo

— Empleando la técnica de transporte de Stuart se tomaron las muestras
utilizando el hisopo que vine incorporado en el empaque, el cual se aplico sobre
la zona afectada y con movimientos rotatorios se recolectd las muestras. A
continuacion, se colocé el hisopo que contiene la muestra dentro del tubo con
medio transportador de Stuart, posteriormente fue llevado al laboratorio de la

Universidad Técnica de Ambato donde fue sembrado.

Preparacion del medio de cultivo

Se preparo6 el medio de cultivo agar dextrosa Sabouraud colocando 300 ml de agua
destilada en un vaso de precipitacion con 19,5 gr de agar dextrosa Sabouraud y se
agrego 0.1gr de cloranfenicol, el vaso de precipitacion fue llevado a un agitador
magnético y sera calentado hasta punto de ebullicion, posteriormente se llevé al
autoclave por una hora y tiempo después se vertid el agar en cajas Petri de 9 cm de

diametro las mismas que luego fueron refrigeradas hasta su uso.

El medio de cultivo fue sembrado por extensiéon superficial de la muestra y se

incubaron a 37°C durante 7 dias.

2.7.2 ldentificacién de Malassezia

2.7.2.1 Citologia

Una vez finalizado el proceso de tincidon la placa se observé al microscopio con lente
de inmersion de 100 aumentos (empleando aceite de inmersion) y se identifico y
cuantificd la levadura mediante la visualizacion de 10 campos para realizar un
promedio por campo de visualizacion y anotar los resultados. Malassezia al
microscopio presenta caracteristicas tales como una forma ovoide o cilindrica con

apariencia de huella de zapato de coloracion azul oscura o purpura.
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Para determinar la presencia de Malassezia se establecieron cuatro grupos de acuerdo
a la cantidad de levaduras observadas por campo tomando en cuenta que segun
Paterson (2009) se considera positivo la presencia > 2 levaduras por campo
empleando lente de inmersion de 100 aumentos. Los resultados fueron anotados en la
ficha dermatolégica de cada paciente (Anexol).

Tabla 3

Categorizacion de la cantidad de Malassezia observadas por campo

Categoria de Levaduras por
proliferacion campo
Ausente 0-2
Leve 2-4
Moderado 4-6
Abundante >6

Elaborado por el autor

2.7.2.2 Cultivo

Transcurrido el tiempo de incubacion las colonias de Malassezia se identificaron
macroscopicamente por su tamafio (pequefias), color (de beige al amarillento), textura
(cremosa) y su aspecto (lisas, planas o convexas), ademas de microscopicamente al
tomar una muestra mediante cinta adhesiva de la superficie de una colonia, la cinta fue
colocada sobre un porta objetos que contenia una gota de azul de lactofenol y fue
observada al microscopio donde las levaduras se presentan con morfologia elipsoidal
en forma de huella de zapato de aproximadamente 2 a 3 um de ancho por 4 a 5 um de
largo (Villota, 2016).

A continuacion, se procedio con el conteo de colonias mediante recuento directo en
aquellas placas con colonias poco numerosas y mediante método indirecto en placas
con abundante cantidad de colonias, para lo cual se contaron las colonias presentes
cuatro cuadrantes centrales de 1 cm? cada uno, de los resultados obtenidos realizo un

promedio para posteriormente multiplicarlo por el factor 63 correspondiente a la
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superficie de 9cm de diametro de la placa Petri. EI nimero de colonias se expresé
como unidades formadoras de colonias (UFC) por hisopo (Villota, 2016).

posteriormente se categorizaron segun la tabla nimero cuatro.

Los sujetos de estudios se categorizaron en grupos en base a la cantidad de unidades
formadoras de colonia tomando en cuenta que segun (Cafarchia et al., 2005) se
considera un sobrecrecimiento de Malassezia la presencia de una cantidad mayor a 70

unidades formadoras de colonias.

Tabla 4
Categorizacion de la cantidad de unidades formadoras de colonias de

Malassezia observadas por cultivo

Categoria de Unidades
proliferacion formadoras de
colonias
Leve 70-100
Moderado 100-130
Abundante >130

Elaborado por el autor

2.7.3 Tratamientos

Los sujetos de estudio una vez clasificados en los grupos mencionados anteriormente
se dividieron en dos grupos de tal manera que 18 caninos reciban el tratamiento 1y 18

caninos reciban el tratamiento control.
Tratamiento control (T0): sobre las zonas afectadas se realizaron limpiezas dos veces

al dia durante 20 dias empleado una gasa impregnada con solucion de clorhexidina al

2% Yy se hicieron controles cada 5 dias siendo un total de 4 controles.
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Tratamiento 1(T1): sobre las zonas afectadas se realizaron limpiezas dos veces al dia
durante 20 dias empleado una gasa impregnada de solucion de &cido hipocloroso al

0,5%. Cada 5 dias se realizaron controles siendo un total de 4 controles.

2.8 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos después de la investigacion fueron sometidos a una prueba t
de student para muestras pareadas y prueba t student para muestras independientes
mediante investigacion pareada con 18 observaciones por cada tratamiento para la
evaluacion del efecto del tratamiento en relacion a las unidades formadoras de

colonias.

2.9 Variable respuesta

Malassezia
e Unidades formadoras de colonia pretratamiento
e Unidades formadoras de colonia postratamiento

e 9% de reduccién de unidades formadoras de colonias
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CAPITULO Ill.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Anadlisisy discusion de resultados

3.1.1 Determinacion de la presencia de Malassezia pachydermatis por citologia

mediante el conteo de levaduras por campo 100x.

Al realizar el examen de citologia superficial de 36 caninos se determiné la presencia
de levaduras en cada uno. En la tabla 5 se presentan los promedios por 10 campos de
visualizacion de los 36 caninos evaluados, considerando positivo una cantidad mayor
a 2 levaduras, registrando un rango de 3 a 45,5 levaduras por campo con una media de
13 levaduras y una siembra en medio de cultivo positiva para todos los caninos
evaluados.

Se observd que los caninos evaluados presentan mas de 2 levaduras por campo que
segun Paterson (2009) se considera positivo, segun se muestra en el grafico 1, el
22,22% de caninos presentan proliferacion leve (2-4), el 25% proliferacion moderada

(4-6) y 52,78% restante presentaron proliferacion abundante (>6).

Tabla 5
Promedios campos de visualizaciones en lente de inmersién de 100 aumentos
Citologia
Promedio 10 Promedio 10
N° campos de N°  campos de
visualizacion visualizacion
1 3 19 7.4
2 3 20 9.7
3 3.3 21 8.7
4 3.1 22 8.6
5 3.1 23 7.3
6 3.7 24 9.5
7 3.4 25 9.3
8 4.6 26 15.4
9 4.8 27 16.3
10 5.3 28 18.3
11 2.8 29 17.9
12 4.3 30 26.1
13 5 31 32.3
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14 5.2 32 325
15 55 33 42.9
16 4.8 34 42.9
17 5.2 35 38
18 7.4 36 455
MEDIA 13
Grafico 1

Categorias de proliferacion segun levaduras/campo

=

= Leve ( 2-4) = Moderado (4-6) = Abundante (> 6)

Los caninos evaluados fueron sometidos a un examen citolégico con fines
diagnosticos, en la cual se observo una media de 13 levaduras/campo y un rango de 3
a 45,5 levaduras por campo. Estos valores se encuentran dentro del rango registrado
por Diaz et al. (2022), quienes mencionan que a partir de un rango de 0,1 a 45,9
levaduras por campo se observa un crecimiento de colonias en todos los casos
mediante el medio de cultivo agar dextrosa Sabouraud. Ademas, Bensignor &
Germain (2009) menciona que la presencia de mas de 5 levaduras por campo
demuestra una anormalidad en la proliferacion de la levadura y es justificacion de
aplicar un tratamiento. Por lo dicho anteriormente se justifica que los datos obtenidos
en esta investigacion presentaran anormalidad con crecimiento en medio de cultivo en
la totalidad de los casos y convierte a los 36 caninos evaluados en candidatos a recibir

un tratamiento.
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3.1.2 Registro de UFC pre y post tratamientos mediante cultivo segin

categorias de proliferacion

En la tabla 6 se muestra que, antes de iniciar el tratamiento con clorhexidina al 2% en
el grupo TO, el 22,22% de los caninos presentd una proliferacion leve, el 16,67% una

proliferacion moderada y el 61,11% restante una proliferacion abundante.

Tras finalizar el tratamiento con clorhexidina al 2% se observé una disminucion en la
proliferacion de Malassezia. Se evidencid que el 61,11% de los caninos presentaron
una proliferacién normal (negativo), mientras que el 5,56% presentd proliferacion

moderada y el restante 33,33% presentd una proliferacion abundante.

Para el grupo T1, antes de iniciar el tratamiento con acido hipocloroso al 0.5% se
muestra que, el 22,22% de caninos presentd proliferacion leve, el 16,67% una

proliferacion moderada y el restante 61,11% una proliferacion abundante.

Al finalizar el tratamiento con HCIO al 0,5% se observd un descenso en la categoria
de proliferacion, observando que el 55,56% de caninos presentaron una proliferacion
normal (negativo), el 22,22 % una proliferacion moderada y el 22,22% restante una

proliferacion abundante.
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Tabla 6
Ndmero y porcentaje de caninos clasificados segun la categoria de proliferacion de
Malassezia pachydermatis de acuerdo a cultivo mediante conteo de UFC pre y post

tratamiento

Pre- Post-
tratamiento tratamiento
N° % N° %

categoria de Rango

Tratamiento proliferacion UFC/hisopo

Normal 0-70 0 0 11 61.11
To Leve 70-100 4 2222 O 0
Moderado 100-130 3 1667 1 5.56
Abundante >130 11 6111 6 33.33
TOTAL 18 100 18 100
Normal 0-70 0 0 10 55.56
T1 Leve 70-100 4 2222 0 0
Moderado 100-130 3 1667 4 22.22
4 22.22

Abundante >130 11 61.11
18

TOTAL 100 18 100

Jasmin et al. (2003) empled una terapia con champu de clorhexidina al 3%, logrando
un 93% de casos negativos al finalizar el tratamiento. Por otro lado, en la presente
investigacion se obtuvd un 61,11% de casos negativos después del tratamiento con
solucion de clorhexidina al 2%. Esta diferencia podria ser explicada por la variacion
en la presentacion del producto, asi como el empleo de una menor concentracion a la
de Jasmin et al. (2003). Esto dado a que Lithner (2017), informa que el empleo de
concentraciones bajas de clorhexidina requiere un periodo de tratamiento mayor para
eliminar el sobrecrecimiento de Malassezia en relacion a concentraciones mas

elevadas.

En un estudio realizado por Mueller et al. (2022), determin6 que después de un
tratamiento de dos semanas con &cido hipocloroso al 0,012%, se registr6 un 26, 31%
de casos negativos. En contraste, en la presente investigacion se encontrd un 55,56%
de casos negativos después de aplicar HCIO al 0,5%. La discrepancia en los resultados
podria deberse a que el autor utilizd una concentracion menor de acido hipocloroso
(0,012%) en comparacion con la concentracion de 0,5% empleada en esta

investigacion.
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3.1.3 Efectividad de los tratamientos

Los datos presentados en la tabla 7 reflejan una diferencia estadisticamente
significativa (p=0,0084) entre el recuento de unidades formadoras de colonias
(UFC/hisopo) antes y después del tratamiento, con una media de diferencia de 458,39

UFC/hisopo, alcanzandose resultados efectivos.

Tabla 7
Diferencia de unidades formadoras de colonias pre y post tratamiento con

clorhexidina al 2%

_ Media _
Variable n ) DE (dif) LI T P
(dif)
UFC/hisopo 18 458.39 652.4 190.88 2.11  0.0084

Nota: dif: diferencia. DE: desviacién estandar. LI: limite inferior gl: grados

de libertad. T: estadistico t. P: significancia

La diferencia estadisticamente significativa registrada en el presente estudio
(p=0,0084) concuerda con el estudio de Lithner (2017), en el que se aplicaron
limpiezas con solucion liquida de clorhexidina al 4%, obteniéndose una disminucion
significativa de unidades formadoras de colonias (p=0.03125) y un 66,66% casos
negativos al término del tratamiento. Estos datos se relacionan con los obtenidos en la
presente investigacion, ya Malassezia es sensible a diferentes concentraciones de

clorhexidina segun estudios in vitro (Lithner, 2017).

La tabla 8 refleja una diferencia estadisticamente significativa (p=0,0093) entre el
conteo de unidades formadoras de colonias (UFC/hisopo) antes y después del
tratamiento con acido hipocloroso al 0,5%. Observandose una media de diferencia de
328,29 UFC/hisopo.

43



La tabla 9 muestra resultados sin diferencia estadisticamente significativa (p=0,30)
entre las medias de unidades formadoras de colonias postratamiento de TOy T1. Se
obtuvieron resultados estadisticamente similares para TO (159,66 UFC/hisopo) y T1
(322,33 UFC/hisopo) tras la aplicacion de los tratamientos. Ademas, se observo de una
media del porcentaje de reduccién de colonias del 74,11% para TO y 50,47% en T1
(gréfico 2).

Tabla 8
Diferencia de unidades formadoras de colonias pre y post tratamiento con acido
hipocloroso al 0,5%

_ Media )
Variable n ) DE (dif) LI T P
(dif)
UFC/hisopo 18 328.39 47472  133.74 2.10 0.0093

Nota: dif: diferencia. DE: desviacion estandar. LlI: limite inferior gl: grados

de libertad. T: estadistico t. P: significancia

Tabla 9

Conteo de unidades formadoras de colonias postratamientos

Tratamientos
Variable TO T1 gl T P

Media Varianza Media Varianza
UFC/hisopo 159,66 80676,58 322,33 34928388 24 -1,05 0,30
Nota: TO: clorhexidina al 2%. T1: acido hipocloroso al 0,5%. gl: grados de

libertad. T: estadistico t. P: significancia.
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Grafico 2
Comparacion de UFC/hisopo pretratamiento y postratamiento de TO
(Clorhexidina al 2%) y T1(acido hipocloroso al 0,5%)
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La presencia de una diferencia estadisticamente significativa (p=0,0093) tras el empleo
de acido hipocloroso esté relacionada con reportes de Mueller et al. (2022), quienes
informan una diferencia estadisticamente significativa (p=0,0001) en la poblacién de
Malassezia después del tratamiento, pero con una diferencia no significativa (p=0,182)
al compararlo con un grupo control tratado con solucion salina. Estos resultados se
deben a la caracteristica biocida que cumple el &cido hipocloroso, que actta sobre la

sintesis de proteinas celulares y provoca la muerte celular en los microorganismos.

En el estudio realizado por Maynard et al. (2011), se evalud el tratamiento con
champu de clorhexidina al 3 % y se observé una reduccion 88% de casos, loque
demuestra su efectividad. En el presente estudio, se encontrd una reduccion del
74,11%, lo que podria deberse a la diferencia de concentraciones y presentaciones del
producto. Ademas, se ha mencionado que los vehiculos empleados en diferentes
productos y presentaciones pueden influir en los efectos antimicrobianos (Lithner,
2017). Por esta razon por la que se decidié emplear la misma presentacion en solucion

liquida para ambos productos.
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Los resultados referentes al porcentaje de reduccion de UFC después del tratamiento
con acido hipocloroso del 50,47% difieren de autores como Soto & Gonzélez (2016)
que en su estudio han registrado porcentajes de reduccion para hongos y levaduras del
32,3% al emplear &cido hipocloroso a concentracion de 420 ppm tras la toma de
muestra despues de una limpieza. La diferencia obtenida en la presente investigacion
con respecto a otros autores podria relacionarse con lo mencionado por Mueller et al.
(2022) quien sugiere que concentraciones mas elevadas de acido hipocloroso pueden
ser més efectivas, ademaés la diferencia se relacionaria con la diferencia en el tiempo
de tratamiento considerando que a mayor duracion de la terapéutica se esperan mejores

resultados.

3.2 Verificacion de hipdtesis
Se acepta la hipoétesis alternativa debido a que los resultados obtenidos evidencian que

el acido hipocloroso actta disminuyendo y controlando la poblacién de Malassezia

pachydermatis.
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

En base a los resultados obtenidos en los que las medias de unidades
formadoras de colonias no evidencian diferencias significativas entre el
tratamiento control y el tratamiento con HCIO, se concluye que el &cido
hipocloroso a pesar de presentar un menor porcentaje de casos negativos en
relacion al tratamiento control asi como menor porcentaje de reduccion cumple
con mecanismos antifungicos favorables en el control del sobrecrecimiento de
Malassezia  pachydermatis en  procesos  dermatolégicos  siendo
estadisticamente similar al tratamiento control por lo que puede emplearse

clinicamente como tratamiento tépico.

El &cido hipocloroso demuestra disminuir la poblacion de unidades formadoras
de colonias de Malassezia después de 20 dias de tratamiento topico en un
50,47% y producir un 55,56% de casos negativos.

4.2 Recomendaciones

Después de evaluados los resultados se recomienda la posible aplicacion como
tratamiento asociado a terapéuticas para dermatopatias especificas con la
finalidad de controlar o evitar la afeccion secundaria por Malassezia.

Se recomienda considerar su aplicacion cada cierto tiempo para el control de

la poblacion de Malassezia en caso de sospechar dermatitis por esta levadura.
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ANEXOS

Anexo 1: Ficha dermatoldgica para registro de datos

FICHA DERMATOLOGICA
| Fecha: Ficha:
Datos del propietario
Nombre: Teléfono:
Datos del paciente
Nombre: Raza: Edad: Sexo: Peso:
T 10 0] TS £ PPt
Antecedentes dermatolOgiCoS: .........oiiirii i
| Hébitat: | Alimentacion: |
|Niveldeprurito (1 [2 [3 [4 [5 [6 |7 |8 |9 [10 |
Lesiones primarias
( ) Alopecia |( ) Nédulo |( ) Comedon |( )Vesicula
() Macula ( ) Ampolla |( ) Papula ( )Parpura
() Pastula ( ) Roncha |( ) Eritema ( )Tumor
Lesiones secundarias
( )Collarin epidérmico | ( )Absceso ( )Callo
( )Hipopigmentacion ( ) Erosion ( )Costra
( )Hiperpigmentacion | ( )Cicatriz ( )Fisura -
( )Hiperqueratosis ( )Escama ( )Ulcera M “
\l

( ) Liquenificacion ( )Quiste ( )Otra E

’ y y | 5 "‘.

o SF

k5

’ Marcar con una X el drea afectada
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\ Patrdn de Distribucién de las lesiones

Localizada ( ) Generalizada ( )
Citologia superficial
Cinta adhesiva () Hisopado ( )

Area anatomica de toma de muestra:

Malassezia por campo de vision:

Cultivo

Unidades formadoras de colonias:
Unidades formadoras de colonias post tratamiento:

55




Anexo 2: Toma de muestras

Colocacion de muestras en Toma de muestra en medio de

portaobjetos transporte Stuart

Anexo 3: Tincidn e identificacion de Malassezia mediante citologia

Tincion por inmersion
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\‘\

|

1l
||
|

I\!'.‘HE"

|

il

Muestras tefiidas en caja Identificacion 'y conteo de
transportadora levaduras

Anexo 4: Cultivo de Malassezia e identificacion de colonias

@

Preparacion agar

Toma de muestra para identificacion Identificacion microscopica de
microscopica Malassezia pachydermatis

mediante muestra de colonias
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Anexo 5: Conteo de colonias pretratamiento

Conteo de UFC

-~

Colonias de  Malassezia Conteo indirecto de UFC/hisopo

pachydermatis

Anexo 6: Conteo de colonias postratamiento
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Cultivo negativo después de
tratamiento con TO (59UFC/hisopo)

Cultivo negativo después de 4

tratamiento con T1 (31
UFC/hisopo)

Cultivo positivo postratamiento con
TO (236UFC/ hisopo)

% .

* Cultivo positivo postratamiento
con T1 (914 UFC/ hisopo)

Anexo 7: Conteo de levaduras por campo de 100x

Nombre 10 campos de visualizacion Promedio
11 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8| 9] 10
Kira 3 2] 2| 3] 2| 3| 3| 4, 4| 3 3
Lila 11 1| 4| 6| 4| 2| 1| 3| 5| 3 3
Simba 41 3| 1| 1| 4, 2| 8| 2| 6| 2 3.3
Kira 5( 1] 2| 1| 2| 4| 3| 4, 3| 6 3.1
Luna 1/ 1| 2| 5| 2| 3| 4, 6| 3| 4 3.1
Osa 1| 1| 4| 2| 1| 4| 3| 8| 6| 7 3.7
Candy 5/ 1) 1| 1] 6| 4] 3| 6] 5] 2 3.4
Lola 21 3] 3] 1| 5| 10] 3| 4|, 5| 10 4.6
Princesa 6/10, 3| 1| 5| 10| 3| 2| 5 3 4.8
Perla 10| 3| 3|10| 2| 5| 1| 4| 5| 10 5.3
Paco 21 4] 3| 4| 2| 1| 3] 2| 4| 3 2.8
Peluchin 3| 6/ 5| 2| 4] 1| 7| 10| 2 3 4.3
Max 5/ 6| 5| 4| 8| 4| 5| 7| 2| 4 5
Danna 5 9/ 7| 5| 4/ 6| 5| 3] 5] 3 5.2
Maya 8/ 7| 9|10 8| 7| 3| 1] 1| 1 5.5
Sky 4, 71 9, 9] 8/ 5/ 3] 1] 1| 1 4.8
Nala 6 1| 1|13| 4| 6| 3| 7| 10| 1 5.2
Molly 6| 6/ 7| 8/17| 5| 6| 7| 6| 6 7.4
Lulu 5/ 6| 7| 6| 7| 6| 6| 17| 8| 6 7.4
Nina 7, 9| 4/13] 7| 4] 15| 8| 21| 9 9.7
Petter 9| 7| 5| 7| 8| 21| 10] 9| 5| 6 8.7
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Chita 4| 7| 4| 7|24 11| 8] 7] 4] 10 8.6
Budkus 4, 0] 4] 7111 24] 3| 6| 5 9 7.3
Kiara 221 9]14| 6] 5| 8| 15| 5| 4| 7 9.5
Rocky 14| 8]22|11| 5] 7| 6] 4|10, 6 9.3
Zeus 10(23] 12116 42| 7] 10| 23| 1 154
Lucas 21|23| 1/10|16] 23| 10| 1| 16| 42 16.3
Benji 34124115 8]42| 10 22| 9| 8| 11 18.3
Klaus 42135/18|11) 5| 15/ 31| 7] 5| 10 17.9
Mila 31/21|75| 7/30| 14| 11| 34| 31| 7 26.1
Sarita 49|37|38|35/34| 22| 14| 31| 53| 10 32.3
Bingo 37149138|35/41| 30| 31| 27| 22| 15 325
Negrita 10(34|75/41[10| 70| 1] 34| 59| 95 42.9
Pelusa 751341101 34/10] 1| 70| 41| 95| 59 42.9
Sheyla 53(42|40|24|34| 28| 42| 37| 49| 31 38
Luna 41175/34|59|70] 70| 41| 34| 10| 21 45.5

Anexo 8 Datos conteo de unidades formadoras de colonias pretratamiento y
postratamiento

TO: tratamiento clorhexidina 2%
Nombre UFC/hisqpo UFC/hisqpo % 3

pretratamiento | postratamiento | Reduccion
Lila 77 32 58.44
Candy 82 26 68.29
Kira 89 17 80.90
Simba 93 40 56.99
Princesa 115 40 65.22
Kiara 116 25 78.45
Danna 128 57 55.47
Max 145 38 73.79
Maya 252 59 76.59
Nina 269 17 93.68
Budkus 272 103 62.13
Lucas 431 134 68.91
Zeus 462 46 90.04
Benji 610 236 61.31
Mila 930 360 61.29
Sarita 1653 155 90.62
Bingo 2551 261 89.77
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\ Pelusa \

2850 |

1228 |

56.91|

T1: tratamiento con acido hipocloroso 0,5%
N UFC/hisopo UFC/hisopo %
ombre . . -
pretratamiento | postratamiento | Reducciéon
Kira 71 30 57.75
Paco 72 42 41.67
Luna 80 25 68.75
Osa 84 41 51.19
Lola 120 13 89.17
Peluchin 122 46 62.30
Perla 128 57 55.47
Lulu 131 31 76.34
Molly 148 66 55.41
Sky 261 115 55.94
Chita 269 19 92.94
Petter 243 101 58.44
Nala 306 103 66.34
Rocky 418 115 72.49
Klaus 803 415 48.32
Sheyla 1953 914 53.20
Negrita 2850 1779 37.58
Luna 3654 1890 48.28
Anexo 9: Pruebas t Student
Prueba t Student muestras pareadas TO
UFC/hisopo UFC/hisopo
pretratamiento postratamiento
Media 618.06 159.67
Varianza 730941.70 80676.59
Observaciones 18 18
Grados de libertad 17
Estadistico t 2.98
P(T<=t) dos colas 0.0084
Valor critico de t (dos colas) 2.11
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Prueba t Student muestras pareadas T1

62

UFC/hisopo UFC/hisopo
pretratamiento postratamiento
Media 650.72 322.33
Varianza 1111037.04 349283.88
Observaciones 18 18
Grados de libertad 17
Estadistico t 2.93
P(T<=t) dos colas 0.0093
Valor critico de t (dos colas) 2.1098
Prueba t Student muestras independientes TOy T1
TO T1
Media 159.67 322.33
Varianza 80676.59 349283.88
Observaciones 18 18
Varianza agrupada 214980.235
Grados de libertad 34
Estadistico t -1.052
P(T<=t) dos colas 0.300
Valor critico de t (dos colas) 2.032
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