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RESUMEN

La presente investigacion estudia la prevalencia de Candida Albicans, Malassezia
Pachidermatis y Aspergillus Fumigatus en asociacion con la conjuntivitis en 87 perros, las
muestras fueron tomadas de pacientes con y sin signos clinicos de conjuntivitis. Para la
identificacion de los microorganismos se siguié protocolos estandar con el uso de agar
Sabouraud dextrosa. Ademas para C. albicans se utiliz6 agar harina de maiz para
identificar blastosporas junto con pruebas de filamentacion precoz y azucares. Para M.
pachidermatis se hicieron pruebas de catalasa, ureasa, azucares y tween. Para medir A.
fumigatus se utilizo el micrémetro ocular. Finalmente se realizé el analisis de prevalencia,
la prueba de chi cuadrado, la prueba exacta de fisher y estimacion de riesgo, considerando
para que caso es necesario cada analisis; los resultados obtenidos indican que no existe
asociacion entre los hongos estudiados y la conjuntivitis clinica en pacientes caninos y
como agregado a esta investigacion se encontré que los perros con patrén facial

braquiocefalico, tienen un 74.44% de riesgo de padecer conjuntivitis.

PALABRAS CLAVES: CANDIDA ALBICANS, MALASSEZIA PACHIDERMATIS,

ASPERGILLUS FUMIGATUS, CONJUNTIVITIS, PATRON FACIAL, PERROS.
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ABSTRACT

This investigation, studies the “prevalence” of Candida albicans, Malassezia
pachidermatis and Asperigillus fumigatus in association with conjunctivitis in 87 dogs, the
samples were taken of patients with and without clinical signs of conjunctivitis. For the
identification of the microorganisms, standars protocols were followed with the use of
Sabouraud Dextrose Agar. Also in the case of C. albicans cornmeal agar was used to
identify blastospores along with early filamentation and sugar test. For M. pachidermatis
catalase, urease, sugars and tween test were used. For measure A. fumigatus ocular
micrometer was used. Finally Prevalence Analysis, Chi square and Fisher's exact test and
risk estimation were performed, considering wich case each test is required. The obtained
results indicates that it does not exist any association between the studied fungae and the
clinical conjunctivitis in cannine patients and in addition to this research it was found that

dogs with Brachycephalic facial pattern have a 74.44% risk of developing conjunctivitis.

KEYWORDS: CANDIDA ALBICANS, MALASSEZIA PACHYDERMATIS,

ASPERGILLUS FUMIGATUS, CONJUNCTIVITIS, FACIAL PATTERN, DOGS.
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1. INTRODUCCION

Las levaduras y mohos han tomado un papel muy importante en el diagnéstico clinico en
Medicina Veterinaria pero debido a la escasa o nula informacién a nivel oftalmoldgico
sobre el tema en el pais y por investigaciones descritas en otros paises en donde se ha
encontrado mas del quince por ciento de estos hongos a nivel de conjuntiva y por la
frecuencia e importancia patoldgica, se eligi6 a Candida albicans, Malassezia
pachidermatis y Aspergillus fumigatus como posibles agentes flngicos causantes de

conjuntivitis en perros (Orié et al., 2011).

Enfermedades inmunosupresoras, digestivas y sistémicas involucraron a C. Albicans en
infecciones a nivel ocular, ademéas de aparecer posteriormente a un tratamiento prolongado
de antibidtico tépico del ojo (Linek, 2004). Otra levadura de gran importancia veterinaria
es M. pachidermatis que aparecié por primera vez en el ojo de un perro en 2004 y fue
estudiada con mayor profundidad encontrando un positivo de treinta y ocho muestras
cultivadas (Prado, 2008), abriendo una gran incognita dentro de la rama oftalmolégica. Por
ultimo el estudio un moho filamentoso de mucha importancia y patogenia, por ser la
segunda forma mas comun de infeccion por hongos es el A. fumigatus (Moye-Rowley,
2015), un hongo que se encuentra facilmente en ambientes himedos en frutas e incluso en
la flora normal del saco conjuntival, de ahi la importancia de su estudio en este 6rgano

(Verneuil, 2013).

La enfermedad ocular mas cominmente diagnosticada en la practica general es la
conjuntivitis, las etiologias de esta enfermedad son varias y entre los factores de riesgo

estan las sustancias quimicas como medicamentos y desinfectantes, cuerpos extrafios o
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lesiones, que producen desestabilizacion en el ambiente conjuntival permitiendo la

colonizacion de bacterias, virus y hongos (Garcia, 2011).

El desarrollo del tema de investigacion “Prevalencia de Candida albicans, Malassezia
pachidermatis y Aspergillus fumigatus en conjuntiva ocular de perros atendidos de dos
Clinicas Veterinarias de Cuenca”, se basa en llegar a un diagnostico acertado mediante
cultivos y pruebas de laboratorio para emitir un tratamiento oportuno y prevenir asi los
efectos que producirian estos hongos en la conjuntiva ocular. Conociendo que la
conjuntivitis es una de las enfermedades mas comunes por la exposicion permanente del

0jo al medio ambiente.

Al tener una informacion limitada sobre los hongos como agentes causales de la
conjuntivitis, se podrian emitir diagnosticos erréneos y tratamientos incorrectos,
conociendo que estos mohos y levaduras son microorganismos en su mayoria oportunistas
que colonizan la conjuntiva ocular, después de una inflamacion e infeccion, es por esto que
se propone incrementar el diagnéstico laboratorial para identificar mohos y levaduras a
nivel oftalmolégico en la Medicina Veterinaria local para prevenir asi las conjuntivitis
cronicas, los tratamientos antibidticos prolongados con reincidencias a causa de un

diagnostico inconcluso y de esta manera garantizar la integridad ocular del paciente.
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Para el presente trabajo investigativo se han planteado los siguientes objetivos:

1.1 OBJETIVOS:
1.1.1 Objetivo General
Identificar Candida Albicans, Malassezia Pachidermatis y Aspergillus Fumigatus en
perros con o0 sin conjuntivitis ocular por medio de cultivos micoticos, para conocer la
prevalencia de estos patdgenos oportunistas en dos Clinicas Veterinarias de la ciudad de

Cuenca.

1.1.2 Objetivos Especificos:

- Aislar vy tipificar agentes fungicos oportunistas de la mucosa conjuntival bulbar,
palpebral y del tercer parpado, mediante métodos y técnicas micoldgicas

- ldentificar la poblacion de casos clinicos con conjuntivitis asociada a estos hongos de
perros en las siguientes instancias: Clinica Veterinaria de especialidades Clinican y
Clinica Veterinaria Mora

- Relacionar los casos positivos de levaduras y mohos filamentosos con raza, edad y en
patrones faciales de perros braquicéfalos y no braquicéfalos, a partir de las muestras

obtenidas de las dos clinicas veterinarias de la ciudad de Cuenca.

1.1.3 Pregunta de Investigacion:
- ¢La presencia de Candida Albicans, Malassezia Pachidermatis y Asperigillus
Fumigatus es causa de conjuntivitis en pacientes caninos de dos clinicas de la ciudad de

Cuenca?
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Anatomia del ojo
El ojo es un drgano noble, debido a su exposicién es propenso a riesgos de
contaminaciones e infecciones. Anatomicamente el globo ocular esta compuesto por:
cornea, iris, retina, parpados, tercer parpado, conjuntiva, ademas de los anexos oculares,
tales como los musculos y las glandulas, que actuan sobre el globo ocular funcional (Leite

etal., 2013).

2.2. Estructuras oculares
2.2.1. Cornea.- A la cornea se le considera la capa frontal de la tunica fibrosa, tiene la
caracteristica de ser transparente, se la conoce como la capa refractaria mas poderosa del
0jo. La transparencia y la curvatura regular que la caracterizan son esenciales para enfocar
la luz sobre la retina. Por ésta razon, mantener intacta la integridad de la cérnea es
esencial. Esta estructura carece de vascularizacion, asi que recibe nutrientes a través de los

vasos del limbo y del liquido de la cAmara anterior (Leite et al., 2013).

2.2.2. Iris.- Esta formado por una red de vasos sanguineos, tejido conectivo, fibras
musculares y los nervios. Como el iris se encuentra en contacto con el lente toma la misma
forma curvada de su superficie anterior, también estd presente un epitelio que a su vez
posee una gran cantidad de pigmento de melanina. Este pigmento puede encontrarse en

otra zonas del ojo solo frente a una patologia o una alteracion (da Cunha, 2008).

2.2.3. Retina.- “Junto con el nervio éptico derivan del prosencefalo y se conectan con
la corteza visual mediante el quiasma Optico”. La retina esta constituida por

fotorreceptores localizados en una compleja capa de células especializadas llamadas
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bastones y conos. Estas estructuras definen los colores monocromaticos que lo canes
poseen, estan presentes también los vasos retinales que provienen del sistema ciliar

(Garcia, 2011).

2.2.4. Parpados.- Los parpados son pliegues dorsales y ventrales de piel tapizados por
conjuntiva palpebral estos forman la hendidura palpebral en la que se encuentra el globo
ocular. En la mayoria de las especies el parpado superior es mas movil que el parpado
inferior. Ademas de esto el parpado proporciona sostén, y ademas contienen musculos
lisos y estriados, asi como una rica vascularizacién e inervacion (Turner, 2010).

El parpado es la extension de piel de la cara y en la zona de la érbita forma una capa
delgada que cubre el globo ocular, teniendo un parpado superior y uno inferior, estos
protegen a los ojos de la incidencia de la luz solar y de otros factores externos como

cuerpos extrafios y sustancias que pueden producir irritacion (Oria et al., 2011).

2.2.5. Tercer Parpado.- Es una membrana movil llamada membrana nictitante, es de
estructura semirrigida y cumple la funcién de proteccién, esta contiene una glandula
superficial, resulta ser un pliegue céncavo y es la continuacion de la conjuntiva ademas
produce liquido que servira de pelicula lagrimal precorneal (Garcia, 2011).

Cuando encontramos eversion bilateral del parpado y tercer parpado se puede sospechar
de una conjuntivitis refractaria que puede estar acompafada de queratitis ulcerativa. Los
factores mecéanicos que contribuyen a esto pueden ser el cabello aberrante, triquiasis,

ditriquiasis o un cuerpo extrafio (Martin, 2010).

2.2.6. Conjuntiva.- Se compone de tres zonas, la palpebral, bulbar y del tercer parpado,

la conjuntiva es una parte muy importante del ojo a la que a menudo no se le presta la
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suficiente atencion. Las enfermedades de la superficie ocular son muy frecuentes en la
practica general y resulta fundamental conocer el grado de afectacion de la conjuntiva con
el fin de determinar si se trata de una simple lesion superficial, como una conjuntivitis
(Turner, 2010).

Para el diagnostico de una conjuntivitis se debe hacer un analisis de su habitad,
existencia de cirugias, uso de colirios, infeccion respiratoria reciente, traumatismos etc,
registrados los antecedentes, se puede seguir con el estudio ocular en donde seran
indicativos los signos clinicos presentes, ademas se realizaran pruebas fisicas en donde se
incluya luz, lupa, tinciones y también las pruebas de laboratorio como citologias, cultivos,
biopsias entre otras (Martin, 2010).

La revision se debe realizar de fuera a dentro, iniciando con los parpados en donde se
puede encontrar secrecion, eritema, costras, cierre y grado de exposicion, una piel con
vesiculas cutaneas etc. Para revisar la conjuntiva es necesario evertir los parpados para
buscar hiperemia, secreciones o cuerpos extrafios. Al explorar la cornea se puede encontrar
inyeccidn ciliar y turbidez corneal; con fluorescencia y con una luz azul se puede apreciar
erosiones, punteados, Ulceras, etc. En la camara anterior, el iris y la pupila seran revisadas
mediante la verificacion del reflejo fotomotor (Ruiz & Salguero, 2003).

A continuacion se describiran algunas de las mas importantes técnicas de diagndstico de
enfermedad ocular. Las distintas superficies conjuntivales deben ser examinadas por medio
de la luz difusa con ampliacion, método que nos ayudara a la observacion de hiperemia,
guemosis, un desarrollo folicular, presencia de exudacion con su tipo de exudado, lesiones
y otras estructuras afectadas como los anexos oculares (Fernandez , 2012) (Zhao et al.,

2015).
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Al encontrar los signos del Ilamado ojo rojo se puede utilizar el Test de Schirmer
(STT) que servird para evaluar la presencia de un 0jo seco, y evitar o diagnosticar un
problema méas severo que la conjuntivitis como es la queratoconjuntivitis seca. Este
método se aplica antes de instilar gotas topicas o colirios (Martin, 2010).

Cuando se requiere hacer un diagndstico etiologico especifico se aplica la técnica del
Raspado conjuntival que se realiza con una espatula, bastoncillo de algodon, o un cepillo
de citologia, luego se tifien con Giemsa 0 bien con una tincion rapida para realizar la
citologia y la tincion de Gram (Fernandez, 2012).

Al hacer los cultivos biologicos se debe considerar que la toma de la muestra se debe
realizar antes de que se le administre anestésicos tdpicos al paciente debido a que estos
medicamentos tienen una accion bactericida, por otro lado también evitar la toma de la
muestra luego de aplicar la tincion de rosa de bengala debido a su accion viricida. Al tomar
la muestra con los hisopos estériles, se deben colocar inmediatamente en el medio de
transporte (Maggs et al., 2009).

Cuando se han identificado los signos clinicos de conjuntivitis, se puede recurrir a un
cultivo para conocer al agente causal de la inflamacion o infeccion conjuntival, sobre todo
en presencia de signos de secrecion purulenta grave, que sea recurrente o cronica, cuando
exista resistencia al tratamiento, en presencia de Ulceras corneales y cuando exista un
infiltrado corneal que sea sospechoso de la infeccion (Ruiz & Salguero, 2003).

La conjuntiva puede ser comprometida estructuralmente por una infeccion cuando hay
“adherencia, penetracion, invasion, persistencia y la replicacion de microorganismos” que
tienen un potencial de patogenicidad, esto se da por desérdenes del sistema inmunoldgico
es decir cuando el mecanismo de defensa ha fallado ya sea por bacterias, cuerpo extrafio o

factores ambientales (Oria et al., 2011).
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La superficie ocular es colonizada por microorganismos no patdégenos que ayudan en su
defensa y conjuntamente con factores humorales, impiden la colonizacion de
microorganismos que si son patogenos. Sin embargo, pueden producirse cambios,
principalmente por la disminucion de la inmunidad local y sistémica del animal,
provocando una inflamacién o infeccidn de la conjuntiva, ocasionadas por la misma flora
normal, que daran paso a otros de tipo oportunista (Ferreira et al., 2009).

Se puede encontrar una infeccion residual o persistente en las glandulas de Meibomio
que se puede extender a la conjuntiva, por lo que se le considera una zona frecuente de
irritacion que puede llegar a provocar una conjuntivitis crénica. Por otro lado también se
puede observar epifora cronica o una secrecion mucopurulenta conjuntival de forma
unilateral, misma que puede deberse a una obstruccién en los conductos lagrimales por lo
que deberia ser diferenciada de la conjuntivitis (Martin, 2010).

Un factor predisponente para afecciones conjuntivales es la anatomia craneal del perro,
como es el caso de una investigacion en donde encontraron algunas de las razas con
predisposicion a queratoconjuntivitis seca como el bull dog, pug, shitzu entre otras, las
razas nombradas pertenecen al grupo de anatomia braquicéfala, que en su caracteristica de
interés ocular estdn sus o0jos saltones que estan expuestos a factores ambientales

(Rodriguez et al., 1991).

2.3. Conjuntivitis.- A la conjuntivitis se le describe como una inflamacién no
especifica de la conjuntiva bulbar y/o parpado que puede ser causada por diversos agentes
etiologicos. En los perros, las conjuntivitis son por lo general secundarias. “Los principales

signos clinicos de conjuntivitis aguda son hiperemia conjuntival, quemosis, lagrimeo y
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exudado”. Se pueden encontrar foliculos linfoides hiperplasicos y engrosamiento de la
conjuntiva en enfermedad crénica (da Cunha, 2008).

Esta inflamacion puede ocurrir como una condicion propia de la conjuntiva o junto con
otras condiciones oculares mas serias. Se puede observar en animales de cualquier edad y
puede ser primaria, causada por una infeccién de microorganismos o secundaria asociada
con el dafio mecanico de entropidn. La descarga que produce puede variar desde lagrimeo
seroso hasta una secrecion de material purulento. En su mayoria las conjuntivitis tienden a
ser irritantes y con muy poco dolor o ausente de ello (Maggs et al., 2009).

La conjuntivitis es una enfermedad ocular que se presenta con mayor frecuencia en las
consultas médicas, siendo la conjuntivitis cronica la de mayor frustracion en cuanto al
tratamiento, ya que el diagndstico etioldgico suele ser presuntivo y no se basa en los
resultados de laboratorio. La mayoria de los oftalmdlogos veterinarios y médicos no tienen
mucho éxito en llegar a un diagndéstico definitivo con conjuntivitis crénica, a pesar de
pruebas exhaustivas, ya que los signos de las conjuntivitis se asemejan (Fernandez, 2012).

La conjuntivitis es una enfermedad que puede amenazar la integridad y destruir las
estructuras externas de los ojos, causar una enfermedad tisular significativa, con este
criterio se propone que el protocolo de diagndstico que debe enfocarse a encontrar el
agente causal, iniciando por conocer que, puede deberse a varios factores fisicos,
quimicos, bioldgicos como lo cita Martin, (2007).

Al diagnosticar conjuntivitis se ha encontrado cominmente un aumento en el nimero
de células epiteliales descamadas que en ocasiones aparecen degeneradas o queratinizadas
cuando hay procesos crénicos. De la misma forma se han encontrado células gigantes dos

a tres veces mayores a las células conjuntivales normales, a la vez que puede aparecer

Laura Erraez C. 26



TN G ir—

UNIVERSIDAD DE CUENCA

=
alguna célula plasmatica. Las células conjuntivales muestran signos de degeneracion tales
como cariolisis o cariorrexis (Rodriguez et al., 1991).

Los signos comunmente reconocibles de conjuntivitis son el enrojecimiento, la
inyeccién conjuntival o una coloracion roja intensa en el fondo, se observa también una
inyeccion ciliar que es un anillo hiperémico alrededor de la cérnea, un hiposfagma que es
la coleccion de sangre subconjuntival que se presenta en la segunda o tercera semana (Ruiz
& Salguero, 2003).

El enrojecimiento de la conjuntiva o hiperemia es caracteristico de las conjuntivitis, este
enrojecimiento puede ser variable en severidad. La hiperemia de la conjuntivitis es difusa
y mas severa hacia el fondo del saco conjuntival se puede situar incluso en la conjuntiva
palpebral, pero habra ocasiones en donde comprometa todas las superficies conjuntivales
(Martin, 2010).

Al observar secrecién ocular se toma en cuenta las caracteristicas de esta, para
aproximarse al diagndstico del agente, es asi que al tener una secrecion ausente 0 minima
pero acuosa se considera la presencia de una conjuntivitis viral y alérgica aguda, cuando es
mucopurulenta podria tratarse de una conjuntivitis catarral. Cuando la secrecion es mucosa
seria una conjuntivitis alérgica estacional u ojo seco y al tener una secrecion purulenta
seria por presencia de bacterias (Ruiz & Salguero, 2003), (Martin, 2010)

El edema conjuntival o quemosis aparece en las conjuntivitis agudas, este signo se
manifiesta con pliegues gruesos, que se hacen notar al frotar el parpado contra la
conjuntiva bulbar, esta edematizacion se puede deber, probablemente a una retencion de
liquidos (Martin, 2010).

Se pueden definir varios tipos de conjuntivitis basados en su etiologia ya sean agudas

provocada por bacterias como el S. Aureus, hiperaguda o purulentas a causa de gonococo,
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N. meningitis, clamydia, por inclusion viral como el adenovirus etc., 0 cronicas que pasan
de cuatro semanas, estas pueden ser causadas por afecciones catarrales cronicas, tracoma o
algun molusco contagioso (Ruiz & Salguero, 2003)

Un sintoma de conjuntivitis es el dolor que se da como la sensacién de presencia de un
cuerpo extrafio que es caracteristica en conjuntivitis infecciosa (Ruiz & Salguero, 2003),
los perros no suelen demostrar molestia a diferencia del gato en donde incluso se podria
encontrar blefarospasmo, en el caso de presentarse se debe descartar en primer lugar un
dolor de cérnea mediante la tincion con fluroseina (Martin, 2010).

Otro sintoma es el picor, mismo que se nota con la accion del paciente al frotarse los
0jos con las patas, y es clasico que en presencia de una conjuntivitis alérgica, también se
pueden considerar las infeccion e inflamaciones combinadas, presentandose estos dos
sintomas se dificulta el diagnostico, ya que se presenta una conjuntivitis alérgica e
infecciosa (Ruiz & Salguero, 2003).

Existe una infinidad de etiologias para diagndstico de conjuntivitis entre ellas se
describiran las principales como la Conjuntivitis inmunomediada o alérgica que puede
deberse a una alergia estacional, a una queratoconjuntivitis atopica, conjuntivitis de
contacto por colirios (Torres et al., 2009). Estas conjuntivitis son de origen irritativo en
donde las células epiteliales descamadas aumentan, hay un incremento de linfocitos y
células plasmaticas e incluso, de células queratinizadas y caliciforrnes. Esta irritacion
puede ser un factor desencadenante de secrecion serosa dado por las glandulas salivales
(Ruiz & Salguero, 2003).

El moco es un factor necesario para la pelicula lagrimal, en las cantidades adecuadas y

la manifestacion grave de secrecion del mismo dependera del tipo de irritante, el cual
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podria producir un exudado purulento, asociado con una infeccién bacteriana. En general
este tipo de conjuntivitis es la mas tratada con esteroides (Martin, 2010).

En cuanto a la conjuntivitis eosinofilica se puede derivar de procesos alérgicos o
inmunomediados. Al realizar los raspados para su diagnostico es caracteristico observar
una gran cantidad de granulocitos eosinéfilos de forma persistente junto con neutréfilos no
degenerados. “Es facil ademas la deteccion de granulos libres por el fondo debido a la
degranulacion de los eosinofilos al recoger las muestras” (Fernandez, 2012).

La Conjuntivitis actinica tiene la caracteristica en las especies con falta de
pigmentacion en los bordes del tercer parpado estan predispuestos a la blefaritis solar y
conjuntivitis, lo que seria un factor predisponente en este tipo de conjuntivitis (Martin,
2010).

En la conjuntivitis linfoplasmocitaria se detecta una gran y marcada poblacion de
células de origen linfoide donde predominan los linfocitos adultos y pequefios junto con
células plasmaticas e incluso la presencia de células Mott, estas Gltimas son un tipo de
células plasmaticas relacionadas con estimulos antigénicos inmunomediados. Esta
conjuntivitis afecta fundamentalmente a la raza del Pastor Aleméan (Fernandez , 2012).

La conjuntivitis Lefiosa es una forma rara de conjuntivitis membranosa de tendencia
crénica, con enrojecimiento conjuntival que progresa a sesudomembranas que se forman en
la superficie conjuntival palpebral. Un diagnéstico de la conjuntivitis lefiosa se hizo por los
hallazgos de histopatologia y la presentacion clinica del primer caso reportado en un perro
con deficiencia de plasmindgeno y conjuntivitis lefiosa con un periodo de supervivencia
largo y 2 afios de seguimiento. La enfermedad tiene implicaciones sistémicas como oral,

respiratoria y renal (Torres et al., 2009) (Martin, 2010).
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Las conjuntivitis toxicas se dan por el uso prolongado de colirios, resultado de
diagnosticos incompletos y por conjuntivitis reincidentes que se han tratado varias veces
sin indagar la causa principal (Ruiz & Salguero, 2003).

Las conjuntivitis virales se presentan en los perros diagnosticados con moquillo
canino, adenovirus, herpesvirus, Mycoplasma (Martin, 2010). En la citologia se produce
un aumento en el namero de linfocitos, los cuales se acompafian de células gigantes y
algunos neutréfilos por la sobreinfeccion bacteriana. Aparece moco y aumento de células
caliciformes (Rodriguez et al., 1991).

En cambio las conjuntivitis bacterianas se caracterizan por la presencia de moco y
fibrina. Microscopicamente las células conjuntivales también presentan signos de
degeneracion. Las bacterias no siempre son visibles, aunque los cultivos bacterioldgicos
son positivos. Entre las bacterias mas observadas estan, Staphylococcus Aureus,
Mycoplasma spp, Bacillus spp., Corynebacterium spp., S. aureus Alpha-hemolitico,
Estreptococos Bacillus spp., Escherichia coli (Martin, 2010), (Hofling et al., 2002),
(Rodriguez et al., 1991).

El tema de estudio se basa en la conjuntivitis micotica que son una causa rara de
conjuntivitis en el perro y el gato, aunque la importancia de encontrar elementos micoticos
en la conjuntiva es desconocida, en estudios de perros sanos se ha encontrado de un 12% a
un 22% de positivos para hongos. Siendo el entorno un factor determinante por la
presencia de la flora transitoria (Tarumoto, 2014) (Martin, 2010).

Los animales que presentan una conjuntivitis o queratitis micética, han sido expuestos a
una gran variedad de antibidticos topicos, o mezclas de preparados antibidtico-
esteroidales, que han dado una mejoria temporal, con estabilidad ocular o con recaida. Se

debe considerar que la conjuntivitis fungica primaria es rara (Lopez, 2013).
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Los hongos provocan una respuesta fundamentalmente neutrofilica en procesos agudos
y en casos cronicos aumentan también los linfocitos y los macrofagos. Lo caracteristico de
estas infecciones es la presencia en las extensiones de elementos fungicos cuya morfologia
varia segun el microorganismo implicado (Rodriguez et al., 1991).

Su terapia se basa en un antifungico topico oftalmico y el Gnico tratamiento efectivo
comprobado y aprobado por los Estados Unidos por sus pruebas de susceptibilidad es el
antifangico llamado Natamicina (Martin, 2010). Se puede encontrar una solucién
oftalmica al 5% Yy resulta muy eficaz frente a una gran variedad de hongos, como Candida,
Aspergillus, Cefalosporium, Fusarium y Penicilium spp (Maggs et al. 2009)

Otras opciones que han sido bien toleradas son las preparaciones de miconazol por via
intravenosa, este medicamento también ha sido usadas de forma eficaz en preparaciones
oftdlmicas topicas (Maggs et al., 2009). Los farmacos que combaten las enfermedades
fangicas oculares son los mismos agentes terapéuticos que se utilizan para la
dermatomicosis, como los azoles, el itraconazol con DMSO 104 y el fluconazol que
también se ha utilizado topicamente para la queratitis micética (Martin, 2010).

Ninguno de los medicamentos conocidos en la actualidad es suficiente de manera
individual, su uso prolongado puede originar graves efectos adversos. La inmunoterapia
con alergenos ha demostrado seguridad y eficacia en diferentes ensayos clinicos
controlados en procesos alérgicos, como: asma, rinitis y conjuntivitis, que disminuyen los
sintomas del paciente y la necesidad de medicamentos, por ello en la actualidad, es el
Unico tratamiento reconocido que modifica la evolucidn de estas enfermedades (Maggs et

al., 2009).
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2.4. Flora Fangica

Los hongos que pueden encontrarse en circunstancias normales en el ojo del perro y de

otras especies son Aspergillus spp. Trichoderma spp., Penicillium spp., entre otros. A

pesar de que muchos de estos se comportan como dimorfos, provocando micosis

sistémicas y siendo oportunistas, pueden ser aislados no solo en enfermedades oculares

sino incluso en ojos sanos, por la presencia de contaminacion ambiental (Arenas, 2008)

(Hernandez et al., 2010)

2.5. Flora Fungica Anormal

2.5.1. Candida Albicans.- El género Candida estd constituido por estructuras
levaduriformes que son organismos unicelulares que se reproducen por gemacion. Las
blastoconidias se elongan y permanecen unidas a la célula madre formando cadenas
denominadas pseudohifas (pseudomicelios), en algunas especies se pueden observar
auténticas hifas y/o clamidiosporas y de forma macroscépica se observan las colonias lisas,
blandas, brillantes, de color blanco o beige (Arenas, 2008).

Es una levadura, que suele ser muy infectiva, se adapta a las condiciones climaticas,
puede presentar morfologia levaduriforme o bien, crecer como hongo filamentoso
formando hifas verdaderas, muy patdgenas, es asi que siendo un patégeno oportunista
posee factores de virulencia tales como: “habilidad para sobrevivir como comensal, la
adherencia a células del hospedero, la secrecion de enzimas degradativas y el cambio de
morfologia” (Garcia, 2011).

La caracteristica mas llamativa de Candida albicans es su plasticidad fenotipica, lo que
permite que este agente se someta a las varias transiciones morfologicas provocadas por

diversos estimulos ambientales, es decir que se adapta dependiendo del habitad en el que
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se encuentre Estos factores de transcripcion van a jugar un papel critico, para regular las
transiciones morfoldgicas de este agente (Du et al., 2015).

Encontramos que las especies del género Candida son levaduras que se aislan con
mayor frecuencia en el laboratorio de microbiologia clinica. Ya sea en infecciones
superficiales producidas por Candida spp., como en las infecciones profundas en las que
intervienen muchos organismos que al igual que ésta son oportunistas, son las estructuras
fangicas con mayor prevalencia. (del Palacio & Cuétara, 2009).

Candida albicans ha desarrollado una variedad de estrategias que crearan resistencia a la
muerte ocasionada por los macréfagos. Una de sus principales acciones es la de acumular
trehalosa, sustancia que se caracteriza como uno de sus principales mecanismos de defensa
bajo condiciones de estrés (Esparza et al., 2011).

Una infeccion por esta levadura se puede agravar y generalizar a muchos érganos del
cuerpo, por lo que se han hecho investigaciones de su tratamiento para determinar que el
uso de la Anfotericina B o AmB junto con lisina puede ser una estrategia prometedora para
la terapia de candidiasis diseminada (Zhao et al., 2015).

Ante la presencia de una invasion de esta levadura, se enfoca sistematicamente a la
sintomatologia, en un diagnostico clinico presuntivo, la principal sintomatologia observada
fue el prarito, mas la confirmacion laboratorial de Candida spp (Pulido et al., 2011).
También existe la posibilidad de deteccion de Candida directamente a partir de suero y
muestras de sangre tomadas de pacientes con candidiasis invasiva (Bineshian et al., 2015).

Esta levadura es una de las mas comunes, mas patdgenas y oportunistas del reino fungi
en el medio y gracias a algunos estudios, se logré obtener la informacién sobre Candida
spp., una levadura que se observé en la mayoria de conjuntivitis. Lo que demuestra que la

presencia de la misma toma un titulo preocupante en el medio veterinario. Uno de los
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estudios proporciona datos importantes sobre Candida asi: “se encontré un 50% de
positivos en perros con tumor de parpado” (Ferreira et al., 2009).

En una investigacion se incluye como causa inicial a una enteritis linfocitaria como ruta
de infeccion de C. Albicans a nivel ocular, a su vez hace conocer que en una diabetes
mellitus y en enfermedades inmunosupresoras han existido aislamientos de C. Albicans a
nivel ocular, ademéas dice que una infeccion por hongos puede ser secundaria al
tratamiento antibidtico topico del ojo que se ha prolongado (Linek, 2004).

La levadura Candida albicans es comensal de gran importancia y puede causar
infecciones fangicas de tipo invasivas. Se ha comprobado que después del tratamiento con
agentes antiflngicos, la tasa de mortalidad atribuida a este tipo de infeccion sigue siendo

alto (Tarumoto et al., 2014).

2.5.2. Malassezia pachidermatis.- es una levadura que fue llamada asi por ser
descubierta por primera vez en un rinoceronte que presentaba una enfermedad exfoliativa
de la piel (Gutierrez, 2010). Es un organismo oportunista, se halla presente como comensal
entre la microbiota cutanea, coloniza foliculos y se encuentra en gotas de grasa, entonces
la infeccion ocular es causada por la invasion de las capas externas del estrato cérneo
después de su conversion de comensal levaduriforme en paréasito filamentoso (Arenas,
2008).

Esta levadura se encuentra y afecta cominmente a piel y oidos de los animales de
sangre caliente (Gutierrez, 2010), se cita también un dato muy importante, que la
hipersensibilidad ala Malassezia se reconoce como un factor iniciador de los signos
clinicos de dermatitis atopica en algunos perros (Odenhoff et al., 2014). Entonces nace la

inquietud de determinar los posibles signos y sintomas en presencia de esta levadura en
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0jos y se encontré que, para los procesos oftalmoldgicos la principal sintomatologia
observada durante el diagnostico clinico presuntivo de ser causado por Malassezia spp.,
era secrecion (Pulido et al., 2011).

De las caracteristicas de la enfermedad producida por los hongos, levaduras o mohos, se
describe que, la invasion de tejidos por hongos es generalmente indicativa de la
incompetencia inmunolodgica, de la inmunosupresion o, en el caso de las infecciones por
hongos, una consecuencia de la terapia antibacteriana de uso prolongado (Quinn et al.,
2011).

Los tratamientos ineficaces o en dosis inadecuada podrian ser un factor a considerar
como es en el caso del clotrimazol que su dosis recomendada es de 10 mg pero en un
estudio se encontr6 que las levaduras mostraron mayor sensibilidad a partir de las dosis de
14 mg/kg (Gutiérrez et al., 2014).

En noreste de Brasil, un estudio reportd la presencia de esta levadura en el saco
conjuntival tanto en perros sanos como en aquellos con Glceras de la cOrnea, ademas en
una investigacion realizada se determina la presencia de esta levadura con lo cual se llega a
la conclusion que de 38 muestras de secrecion ocular, se encontré 1 crecimiento positivo
de Malassezia pachidermatis (Prado et al., 2008).

La presencia de esta levadura se ha relacionado con ciertos cambios en los mecanismos
inmunolégicos de su hospedador mismos que regularan la colonizacion y su posterior
caracter infectivo. A su vez hay reportes de que M. pachydermatis y M. furfur son las
levaduras con menos sensibilidad a los azoles y la resistencia a estos agentes puede
deberse a la produccion de 14-demetilasas. Por lo que ha sido tratada con clotrimazol a

dosis de 15 mg/ml para obtener un resultado efectivo (Gutierrez, 2014).
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En estudios realizados se determind que los perros que presentan signos clinicos de
dermatitis atépica demostraron tener una hipersensibilidad a Malassezia spp. Para el
diagnostico se realiza una prueba intradérmica y la prueba de IgE, esta Gltima es una
prueba muy poco utilizada en el campo de la veterinaria, es por eso que se tiene una
informacidn muy limitada en las practicas de diagndstico (Odenhoff et al., 2014).

Un detalle importante sobre la Malassezia pachydermatis, es que no solo la
encontramos en los animales, también se aislé a partir de cultivos de sangre de tres bebés
en edades de 25 a 27 dias de nacidos, ellos presentaban mdltiples problemas médicos
subyacentes. Lo que ha definido una problematica mas extensa con respecto a una
zoonosis (Mickelsen et al., 1987).

2.5.3. Aspergillus fumigatus.- Este género esta constituido por hongos filamentosos
que se reproducen asexualmente por conidios, aunque algunos de ellos también tienen
reproduccion sexual afirma del Palacio & Cuétara, (2009). Los hongos del genero
Aspergillus son omnipresentes y oportunistas, viven como saprofitos en el suelo, vegetales
en descomposicion, y en cualquier tipo de materia organica (Hernandez et al., 2010).

Las infecciones causadas por el hongo filamentoso Aspergillus fumigatus son una
significativa temaética clinica y “representan la segunda forma mas comun de infeccion por
hongos” (Moye-Rowley, 2015). Se debe considerar que existen varias sepas de A.
Fumigatus y que cada uno de ellos tiene diferentes compuestos que sin lugar a dudas
intervienen en la patogenia de la enfermedad (Moreno et al., 2002).

La enfermedad se contrae generalmente por fuentes ambientales, en una época en
donde existe mucha contaminacion y factores que representan riesgo, la forma mas
frecuente de contraer la enfermedad es por inhalacién o por ingestion (Hernandez et al.,

2010). Al contrario, cuando la piel estd intacta, con un pH bajo, con acidos grasos
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segregados y superficies mucosas con sus secreciones antimicrobianas, estos factores van a
ejercer una buena proteccion, siendo la principal barrera a la invasion de hongos (Quinn et
al., 2011).

También aparece en los cultivos oculares de perros sanos y los animales sanos de otras
especies. Entre los microorganismos fungicos predominantes encontramos que Aspergillus
es de gran importancia incluso dentro de la flora normal del saco conjuntival, y a su vez su
presencia varia dependiendo la temporada o el clima (Verneuil, 2013). Se ha determinado
que el Pastor Aleman tiene mayor incidencia a la Aspergillosis, ya que se asocia a una
deficiencia inmunologica. Asi se describe el caso en una perra de esta raza, de 1.5 afios de
edad. En el perro la aspergilosis es una enfermedad que se caracteriza por afectar
principalmente el tracto respiratorio superior (Hernandez et al., 2010).

El A. fumigatus es considerado como el segundo agente causante mas comun de
infeccion por hongos después de Candida albicans. Este moho crece a temperatura
fisiolégica de 37°C, tiene un genoma haploide estable, y se somete a la reproduccién
asexual, formando conidiosporas que se liberan en el medio ambiente. Debido a su
pequefio tamafio que oscila entre 2 y 3 micras de didmetro, los conidios pueden penetrar
profundamente en la via aérea respiratoria por inhalacion sencilla y adherirse a las células
epiteliales antes del comienzo de la infeccion (Said-Sidier et al., 2010).

Para aislar este microorganismo se debe conocer que en teoria la temperatura de
crecimiento de A. fumigatus es de 40°C, pero se considera que para la formacion de
metabolito una temperatura optima seria de 30°C, y de 37°C para los agentes patdgenos
que generalmente crecen bien a esta temperatura (Said-Sidier et al., 2010). La cepa de A.

brasilefia fumigatus mostré una capacidad inherente para producir antimicrobianos,
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especialmente en cultivo con agar Jackson, con un pH inicial de 6,0 y una incubacién a
40°C durante 144 horas (Cardoso et al., 2005).

En un estudio se comprobd que al presentarse una combinacién de A. Fumigatus con
bacterias sobre todo con Estafilococo Aureus, se limita significativamente el crecimiento
del mismo, posiblemente a través del contacto célula - célula y por medio de la sintesis de
productos bacterianos, “Este evento puede estar relacionado con las observaciones clinicas
realizadas por los oftalmdlogos en los casos de queratitis infecciosa, que encontraron una
mejor evolucion clinica cuando la infeccion se mezcla, hongo-bacteria” (Granillo et al.,
2015).

En la investigacion realizada por Bueid et al., (2010) demuestra que el 28% de casos
con aspergillus fumigatus fueron resistentes a azoles como el itraconazol y el posaconazol,
sin mutaciones que confieran esta resistencia al agente estudiado, en este caso se debera
tomar en consideracion factores de resistencia para estos agentes que podrian ser causa de
una infeccion por recidivas.

En individuos sanos este hongo normalmente se elimina de manera eficiente por el
sistema inmune; sin embargo, puede desencadenar una infestacion severa que sera
responsable de las altas tasas de morbilidad y mortalidad en los seres inmunodeprimidas.
En estos pacientes, las esporas de Aspergillus germinan en los pulmones, formando unas
ramificaciones filamentosas de hifas que se desprenden y entran en el torrente sanguineo,
dando lugar a la invasién vascular a través del cuerpo (Said-Sidier et al., 2010).

También es importante saber que la funcion de los macréfagos y neutrofilos es matar a
los conidios, mientras que a las hifas las asesinan principalmente los neutréfilos. Estas
estructura son muy dificiles de combatir ya que son demasiado grandes para ser envueltas,

sin embargo los neutrofilos poseen una gran variedad de mecanismos de matanza
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extracelulares, entre estas, la formacion de trampas extracelulares de neutréfilos (Bruno,
2010).

La respuesta innata del huésped contra la aspergillosis son dos tipos de células los
neutrofilos y los macréfagos que son las principales células de defensa contra este agente,
es por esto que al encontrarse frente a un paciente con un ndmero inadecuado de estas
células o anomalias en las mismas incrementan el riesgo de infeccién (Said-Sidier et al.,
2010).

Entre los factores de riesgo para Aspergillosis pueden ser, restos vegetales en montones
como las pilas de heno y paja, mismas que presentan un alto contenido de humedad razén
por la que se produce un calentamiento espontaneo, por lo tanto se producira un gran
nimero de esporas que pueden ser liberados en el aire causando esparcimientos

localizados de gran magnitud si se los mueve (Mullins et al., 2006).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales
3.1.1 Materiales de Campo:
Bioldgicos:

- Muestras de secrecion conjuntival en perros.

Quimicos:
- Alcohol.

- Agua destilada.

Fisicos:

- Hielera.

- Hoja de recoleccién de datos.

- Adhesivos para etiquetas.

- Cinta masquin.

- Tubos de tapa rosca para transporte.
- Guantes de examinacion.

- Hisopos para frotis conjuntival.

- Cémara de fotos.

- Fundas de basura
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3.1.2 Materiales de Laboratorio:
Biologicos:
- Sangre Humana

- Secrecion conjuntival

Fisicos:

- Autoclave - Cajas Petri

- Incubadora - Tubos de ensayo

- Refrigeradora - Porta y cubreobjetos
- Esterilizador - Hisopos 20 cm

- Mechero de bunsen - Gradillas

- Microscopio - Espatula

- Varilla de vidrio - Erlenmeyer

- Azas de platino - Lépiz encerado

- Sacabocados - Guantes esteériles

- Probetas - Aguja calibre 14

- Pinza anatomica - Jeringa 20 ml
Quimicos:

- Cloro - Lactosa

- Alcohol - Sacarosa

- Aceite de inmersion - Galactosa

- Agua destilada - Rafinosa

- Agar Sabouraud Dextrosa - Peroxido de hidrégeno
- Agar harina de Maiz - Manitol
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- Agar Urea de Cristensen - Sorbitol

- Cristal violeta - Tween 20%
- Lugol - Tween 40%
- Safranina - Tween 60%
- Azul de lactofenol de algodon - Tween 80%

3.1.3 Materiales de Escritorio:

- Esferogréfico - Impresora

- Marcadores - Cinta adhesiva

- Calculadora - Hoja de papel bond
- Computadora - Flash memory
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3.2. Métodos:
3.2.1 Disefio de la investigacion.

La investigacion es de tipo exploratoria y descriptiva

3.2.2 Lugar del ensayo.

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Bacteriologia y Micologia de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca, a partir de muestras que
se tomaron en: Clinica Veterinaria Mora ubicada en el sector de la Av. Huayna Capac.
Clinica de especialidades Veterinarias Clinican en el sector Ex Crea en la Avenida 10 de

Agosto

3.2.3 Poblacion, muestra y muestreo de campo

Los datos proporcionados de las dos clinicas veterinarias de la ciudad de Cuenca,
fueron 3222 pacientes oftalmicos que llegaron a consulta durante el ultimo afio entre
cachorros, jovenes y gerontes (Revisar anexo 10.3).

Se realiz6 una encuesta en las instancias y se calculd la muestra en base a los datos
obtenidos. ElI nimero de la muestra fue de 87 caninos, cantidad que dependié de la
asistencia de pacientes en los 3 meses de recoleccién que se determin6 en el cronograma
de actividades. A cada perro se le tom6 una muestra por hisopado de la conjuntiva ocular
que posteriormente fue llevada al Laboratorio de Bacteriologia y Micologia de la Facultad

de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Cuenca (Revisar anexo 10.4).
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3.2.4 Metodologia para la investigacion

Mucosa conjuntival ocular

Con hisopos estériles se frotd suavemente el fondo de cada saco conjuntival, luego se
utiliz6 como conservante agua destilada estéril; y, en recipientes de triple empaque se

trasladaron las muestras al laboratorio.

El proceso investigativo consta de las siguientes etapas basadas en la matriz de

conceptualizacién ver (Anexo 10.1):

- Toma, conservacion, empaque, envio, transporte y recepcién en el laboratorio de
las muestras de la mucosa conjuntival ocular.

- Aislamiento de las levaduras: Candida albicans y Malassezia pachidermatis, como
también del moho filamentoso Aspergillus fumigatus, como patdgenos
oportunistas.

- Tinciones para conocer la morfologia de cada microorganismo.

- Tipificaciones de las levaduras: Candida albicans y Malassezia pachidermatis

- Tipificacion del Aspergillus fumigatus.

- Toma, conservacion, transporte y recepcion de las muestras.

En el sistema de Gestion de Calidad Microbioldgica, la fase pre analitica comprende la
toma, conservacion, empaque, envio, transporte y recepcion en el laboratorio de las
muestras clinicas. Para todas las muestras se utilizo como medio de transporte el agua
destilada esteril, como conservante al gel refrigerante y en recipientes de triple empaque se

trasladaron las muestra (Guevara, Ursia, & Casquero, 2007).
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Aislamiento de las levaduras: Candida albicans y Malassezia pachidermatis, como

también del moho filamentoso Aspergillus fumigatus, como patdgenos oportunistas.

Se procedid a sembrar en el medio de cultivo micoldgico universal Agar Sabouraud
Dextrosa, a las levaduras y mohos. Las cajas de Petri que contengan las levaduras:
Candida albicans y Malassezia pachidermatis fueron incubadas aerébicamente a 37 °C,
durante 72 horas y las cajas que contengan el moho filamentoso: Aspergillus fumigatus,

fueron incubados a 30 °C, durante siete dias (Guevara, Ursia, & Casquero, 2007).

Agar Sabouraud Dextrosa

Es el medio de cultivo que més se utiliza en micologia médica debido a que las
caracteristicas que se estudian y describen se ajustan cuando los hongos se desarrollan
sobre este medio de cultivo. Para inhibir el desarrollo bacteriano se puede agregar

Cloranfenicol al 0,05%

- Dextrosa 20¢
- Peptona 10 g
- Agar 20¢

- Agua destilada 1000 ml. El pH final: 7,0£0,2 a 25 °C. Disolver y
autoclavar a 121 °C por 15 minutos (Cafiedo, 2004).
Tincion de Gram
a) Cristal Violeta de Hucker
Solucion A
- Cristal violeta (certificado) 90% pureza 2 gramos

- Alcohol 95% 20 ML.
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Solucién B
- Oxalato de amonio 0.8 gramos
- Agua destilada 80 m L.

Disolver el cristal violeta en alcohol (solucion a), luego disolver el oxalato de amonio
en agua destilada (solucion b). Finalmente mezclar las soluciones a y b; filtrar con papel
después de 24 horas y conservar en frascos de color &mbar.

b) Yodo de Gram (Lugol)

Férmula:
- Cristales de yodo 1 gramo
- Yoduro de potasio 2 gramos
- Agua destilada 300 ML,

Mezclar los cristales de yodo y el yoduro de potasio hasta triturar en un mortero, con

algunos Ml de agua y afadir después de disolucion el resto del agua. El reactivo preparado

guardar en frasco de color ambar.
c) Alcohol acetona
Safranina, solucién 0.25% Frotar la safranina con alcohol en un mortero.
Solucién de stock
- Safranina (certificada) 25 gramos
- Alcohol etilico 95% 100 ml. (Cafiedo, 2004).
Azul de lactofenol de algodon para observar el Aspergillus fumigatus
Es empleado para examinar muestras obtenidas a partir de los cultivos. El fenol mata al
hongo, el acido lactico es un agente aclarante que preserva la estructura del hongo, la

glicerina previene la desecacion y el azul de algoddén colorea la quitina y celulosa del

hongo.
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Solucion A:
- Fenol (cristales) 20 ¢
- Acido lactico 209
- Glicerina 40 ml
- Mezclar.

Solucion B:

- Azul de algoddn 0,059
- Agua destilada 20 ml. (Guevara, Ursia, & Casquero, 2007)

Mezclar las soluciones A y B. Conservar a temperatura ambiente hasta por seis meses.

- Tipificacion de Candida albicans

Crecimiento principal en agar Sabouraud Dextrosa a 37 'C., para observar las
blastosporas. Con la finalidad de observar el tubo germinativo, clamidosporas y
pseudohifas, a partir de la siembra en agar harina de maiz. También se realiz6 la
asimilacién de los siguientes carbohidratos: glucosa, lactosa, sacarosa, maltosa, galactosa y
rafinosa.

a) Preparacion del agar harina de maiz (Oxoid), para Candida Albicans

Utilizar para la produccion de pseudohifas de levaduras del género Candida y
produccion de clamidoconidios de C. albicans.

e Composicion:

Harina de maiz 62,5 g

Agua destilada 1500 ml

Tween 80 159

Agar 19 ml
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Procedimiento:

e Disolver la harina de maiz en el agua destilada.

e Dejar reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos.

e Filtrar a través de papel filtro y reconstituir el anterior volumen.

e Afadir el agar.

e Afadir el tween 80,

e Esterilizar a 120 °C durante 20 minutos (Peman, Martin, & Rubio, 2007).

b) Asimilacion de carbohidratos: glucosa, lactosa, sacarosa, maltosa, galactosa y

rafinosa, para Candida Albicans.
Solucién de peptona de Dunham

Utilizar como base para proporcionar los requerimientos nutricionales indispensables

para el desarrollo de levaduras.

- Peptona bacterioldgica----------------- 16.8 ¢
- Cloruro de sodio--------=-=-=--=-=------- 8.4¢
- Aguadestilada  --------------m-mmoome- 1680 mi

Purpura de bromocresol 0.0012%
0.0012 g., PB >< 100%
X 1680 ml agua destilada X=0.02 g
Preparar en un Erlenmeyer y se le coloc6 0.02 g del indicador purpura de bromocresol

Igualar el pH a 7.2 con hidroxido de sodio N/10. Disolver y autoclavar a 121 °C por 15

minutos (Prats, 2005).
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Carbohidratos:

Utilizar: Glucosa, Lactosa, Sacarosa, Galactosa, Maltosa, y Rafinosa. Disolver en agua
destilada estéril y se esteriliza por filtracion (Diametro de filtro: 0,2 um). Concentracion
final de cada carbohidrato 10%. Agregar en la SPD con el indicador, a temperatura de 45 a
50 ° C. Mezclar y repartir en tubos 13 x 100 mm de tapa rosca. Antes de utilizar controlar
a 37° C por 24 horas (Guevara, Ursia, & Casquero, 2007)Modificado.

Positivo: viraje al color amarillo, para glucosa, galactosa, maltosa y sacarosa, en el caso
de C. albicans.

Negativo: no se produce viraje de color permaneciendo el color del medio de cultivo en

morado o en purpura, para lactosa y rafinosa, en el caso de C. albicans (Prats, 2005).

c) Prueba de filamentacién precoz

Para realizar la prueba de filamentacion precoz, se toma un tubo estéril de 3 ml; en el
cual se coloca una azada de indculo con Candida spp., procedente del agar harina de maiz
y se mezclard con 0.5 ml., de suero vacuno o humano, e inmediatamente se incuba por el
espacio de 2 horas a 37 °C.

A partir de este ultimo ensayo, mediante una gota de suspension que se coloca en un
portaobjetos y cubre objetos, se trat6 de observar microscopicamente a los tubos
germinales, los cuales se presentan como filamentos no septados, Unicos, estrechos, sin
ramificar que emergen de las células de levadura, identificandose de esta manera a
Candida albicans. También a partir de la prueba de filamentacidn precoz, se procede a
realizar un frotis y tincion de Gram, con el fin de obtener la presencia de tubos germinales,
pseudomicelios y clamidosporas que son caracteristicas de la Candida albicans. (Peman,

Martin, & Rubio, 2007).
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- Tipificacion de Malassezia pachidermatis

a) Prueba de la hidrolisis de la urea

Agar Urea: Permite evidenciar la produccion de ureasa

Pesar:

Dextrosa 1 g
- Peptonalg
- Clorurodesodio5g
- Monofosfato de potasio 2 g
- Urea20g
- Agarl5g
- Rojo fenol 12 mg
- Agua destilada 1000 ml.

Disolver la urea en 100 ml de agua destilada y esterilizar por filtracion. ¢ Disolver los
ingredientes restantes en 900 ml de agua destilada. Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.
Enfriar hasta unos 45— 50 °C., colocar en tubos, inclinandolos para que se solidifique de tal
manera que forme un pico. Tomar una colonia de Malassezia, sembrar centralmente y
arrastrar (Guevara et al. 2007), se muestra positivo cuando hay un viraje a fucsia o rosado.

b) Prueba de la Catalasa

Consiste en determinar la presencia de la enzima catalasa. Colocar una gota de peréxido
de hidrogeno (agua oxigenada) 10 vol. en una lamina portaobjeto y agregar una suspension
de la levadura. (Peman et al. 2007).

- Positivo: cuando existe efervescencia como se muestra en la imagen 4

- Negativo: ausencia de efervescencia

Laura Erraez C. 50



) —
UNIVERSIDAD DE CUENCA

=10

b) Asimilacion del tween 20, 40, 60 y 80

Tomar 3 colonias de M. pachidermatis del debido aislamiento en agar Sabouraud
dextrosa y colocar en un tubo con 4 ml de solucion salina fisioldgica, luego se agita en el
equipo para tubos voértex (Prats, 2005).

Realizar diluciones seriadas logaritmicas hasta el tubo 10 a continuacion se toma 1
ml., del indculo como solucion de principio activo y se coloca en el diluyente de 9 ml., de
solucion salina fisiologica, luego se transporta desde el primer tubo 1 ml., del volumen en
cada tubo de sucesion, hasta llegar al tubo 103, Finalmente se siembra por duplicado 100
ul de los tres tubos en las placas de Agar Triptona Soja (Difco), se esparcio con la espatula
de Drigalsky. Se inoculé a 37°C por 24 horas. Proceder a contar las colonias con la ayuda
de un contador de colonias, Tomar en consideracion los valores que estén entre los 30 a
300. Finalmente se calcula la Unidad Formadora de Colonias UFC/ml, para conocer a que
concentracion se encuentra el indculo, mediante la siguiente formula:

UFC _ufcpl +ufcp2
mL 2

x diluciéon de siembra x volumen de siembra (1071)

La concentracion final correcta debe estar entre 1-6 x 10° células /ml.
Ejemplo: De las tres diluciones, la de 102 proporciono los siguientes resultados

180 + 200
UFC; — 20T 200 10-2,10-1
[l = 5——x107%x10

UFC/ml = 190x103 = 1900000
UFC/ml = 1x10°

Después de haber obtenido la proporcion de 10° células/ml de la Malassezia spp. En

estudio, se procede a preparar 16 ml de agar Sabouraud destroza y se enfria hasta
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aproximadamente 50°C luego, se adiciona al medio 2 ml de una suspensiéon de 10°
células/ml de la levadura en estudio que se encuentra en solucién salina fisiologica. La
suspension se mezcla vigorosamente y se vierte en una placa de Petri. Una vez que el
medio solidifico, con un sacabocados se realizan 4 pocillos de 2 mm de diametro y se los
rellena con 1 gota de Tween 20, 40, 60, 80, respectivamente. Las placas se inoculan a
32°C durante una semana. Los componentes de tween sirven para analizar el grado de
crecimiento y/o la reaccion de precipitacion de las levaduras alrededor de los pocillos.

(Giusiano, 2006)Modificado.

- Tipificacion de Aspergillus fumigatus

Convencionalmente se siembra en agar Sabouraud dextrosa. A pesar del desarrollo de
técnicas moleculares de identificacion de microorganismos, en los mohos filamentosos
hasta la actualidad se obtiene el género y especie, mediante la medicién con micrometro
objetivo (portaobjetos) y un micrémetro ocular (disco de vidrio), que se encuentran

incorporados al tubo ocular (Prats, 2005)

a) Calibracion del micrémetro para tipificar Aspergillus fumigatus
Procedimiento de calibracion.
1. Colocar el micrometro objetivo (portaobjetos), sobre la platina del microscopio y
enfocar la escala. La calibracion de los objetivos, debe iniciarse por el menor aumento
y luego continuar por los demas.
2. Lalinea 0 del ocular micrometrado debe coincidir con el 0 del portaobjeto milimetrado
3. Cuando estas dos lineas estén sobrepuestas entre si. Procurar encontrarlas lo mas
alejado hacia la derecha; esta distancia va a variar segin el objetivo utilizado. A un

mayor aumento, el grosor de las lineas grabadas va a resultar tan grande, que cuando se
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sobrepongan las lineas, se podra hacerlo ya sea hacia la izquierda o hacia la derecha de
las lineas individuales.

4. Se procede a contar el numero de divisiones del ocular y del portaobjeto que, estén
sobrepuestas.

5. A continuacion se calcula para cada objetivo los micrometros correspondientes

6. Con el objetivo 4x del micrémetro Olympus Japan CH2 (Peman, Martin, & Rubio,
2007).

80 unidades (lineas) del ocular --------------- 1.0 mm de la platina (100 lineas)
- unidad del ocular -------=-=-=-=mmmommmmme- X=10.0125 mm
1 mm. = 1000 pm. (micrémetro)

1000 um

1 mm.
0.0125 mm. >< X=125pum

7. Con el objetivo 10x del micrometro Olympus Japan CH2
100 unidades (lineas) del ocular --------------- 0.5 mm de la platina (50 lineas)

1 unidad del ocular -=-==========-em - X=0.005 mm

- 1 mm.=1000 pum.

1 mm 1000 pm

0.005 mm.>< X=5um

8. Con el objetivo 40x del micrometro Olympus Japan CH2
40 unidades (lineas) del ocular --------------- 0.05mm de la platina (5 lineas)

1 unidad del ocular ---- ---- X=0.00125 mm

- 1 mm. =1000 um. (micrometro)
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1000 um

X =1.25pum

b) Identificacion por la Taxonomia de Aspergillus fumigatus

Tabla 1: Taxonomia de Aspergillus fumigatus

Coloracion Verde azulado a verde grisaceo. Reverso
incoloro, amarillento, marrén rojizo o
verde

Textura Aterciopelada o flocosa, plana o con

surcos radiales

Largo de estipe y/o esporangioforo

200-400 pm

Diametro de la vesicula y/o esporangio

18-30 um. Piriforme

esporangiosporas

Largo de las fialides 5-9 um
Ancho de las fialides 2-3 um
Diametro de las microconidias ylo | 2-3 um

Posterior a la calibracion del microscopio con el micrometro se procede a la observacion y

medicién de Aspergillus spp. (Abarca, 2000).

- Andlisis estadistico para los resultados

Se utilizaron, frecuencias, graficos y tablas de contingencia para relacionar los factores

de riesgo; para el efecto, se utiliz6 odds ratio para obtener la razon de prevalencias y test

exacto de Fisher para analizar los mohos y levaduras como causantes de la micosis

conjuntival canina, entre los perros sanos y con conjuntivitis. Se aplico la regresion

logistica binomial para determinar la relacion entre la presencia o no de conjuntivitis; las
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variables regresoras fueron los hongos en estudio, el patron facial, edad, raza. Los

resultados fueron analizados con el software SPSS 22 para Windows.

- Ubicacion Geogréfica y Politico - Administrativa
El &rea de estudio se realiz en las Clinicas Mora y Clinican, ubicadas en la Republica
de Ecuador, Provincia del Azuay, en las jurisdicciones del canton Cuenca, en las

parroquias: Huayna-Capac y Sucre, respectivamente.
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4. RESULTADOS

En concordancia con los objetivos generales y especificos de esta investigacion, a
continuacion se describe el orden de presentacion de las pruebas, (1) Prueba de hipotesis,
(2) Tablas de prevalencia por variable: Agente (Prevalencia Total), Procedencia de casos,
Conjuntivitis, Condicion genética, Edad y Patron facial, (3) Pruebas de asociacion.

Los agentes, Candida albicans, Malassezia pachydermatis y Aspergillus fumigatus
afectan de igual manera a los perros con conjuntivitis.

Los agentes, Candida albicans, Malassezia pachydermatis y Aspergillus fumigatus

afectan en diferente forma a los perros con conjuntivitis.
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4.1. Analisis de agentes por presencia o no de conjuntivitis

Tabla 2: Prevalencia, frecuencias observadas y esperadas de Chi cuadrado de
agentes para conjuntivitis existente o no.

Conjuntivitis | Prevalencia
Sin Con Total IC %
% % %
0,2-9
2 2 4 ’
b Observadas (4,35) (4,87) (4.6)
Candlda alblcans ESperadaS 2,1 1,9 4,0 i 4140
44 39 83
N Observadas (95,65) | (95.12) 9,4)
Esperadas 43,9 39,1 83,0
Total Observadas 46 41 87
3 5 8 3,13 -15,27
P Observadas (6,52) (12,19) 9.2)
Malassezia Esperadas 4,2 3,8 8,0 + 6,07
pachydermatis 43 36 79
N Observadas |- g3 4l (87.8)|  (90.80)
Esperadas 41,8 37,2 79,0
Total Observadas 46 41 87
4 0 4 0,2-9
Observadas '
P (8,7) (0) (4,6)
: Esperadas 2,1 1,9 4,0 +4,40
Aspergillus
fumigatus 42 41 83
N Observadas (91,3) (100) (93,4)
Esperadas 43,9 39,1 83,0
Total Observadas 46 41 87

Tabla 3: Valores del Test de probabilidad exacta de Fisher por agente e
interpretacion

Test Exacto de Fisher
Agente Significacion exacta (2 caras)
Candida albicans 1,000
Malassezia pachydermatis 0,467
Aspergillus fumigatus 0,119
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La estadistica nos demuestra que hay una frecuencia de Candida albicans de 4,87% de
casos positivos con presencia de conjuntivitis y 4,35% de casos positivos sin conjuntivitis
y una prevalencia total 4,6% de positivos. Para la Malassezia pachydermatis en cambio
tenemos 12,19% de casos positivos asociados a conjuntivitis y 6,52% casos positivos sin
conjuntivitis y una prevalencia total de 9,20% de positivos. Para Aspergillus fumigatus no
existen casos positivos en presencia de conjuntivitis pero si 8,7% de casos positivos sin
conjuntivitis y una prevalencia total de 4,6% . Los valores de las frecuencias esperadas de
la conjuntivitis por agente, en cada subtabla, son menores a 5 en méas del 25% de las
celdas, en consecuencia, se empleara el Test exacto de Fisher en vez de la prueba de
significacion de Chi cuadrado.

En la tabla 3 del analisis estadistico realizado con el Test de Fisher, con el 100% de
probabilidad que Candida albicans (p=1,000) > 0,05, afecta de igual modo a los perros
con y sin conjuntivitis. Asimismo, con la probabilidad exacta del 46,7%, Malassezia
pachydermatis (p=0,467), afecta de igual forma a los perros con y sin conjuntivitis. Para
Aspergillus fumigatus (p=0,119) la probabilidad es del 11,9% y afecta de igual modo a los
perros con y sin conjuntivitis. En consecuencia la conjuntivitis en perros, no esta asociada
con ninguno de los agentes estudiados. Al no haber una asociacion causal entre los agentes

citados y la conjuntivitis, probablemente la conjuntivitis es ocasionada por otras causas.
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4.2. Analisis del agente por procedencia de casos.

Tabla 4: Prevalencia del agente por procedencia de casos.

Clinica Mora Clinican Total
Num % Num % Num
Candida albicans P 3 3,45 1 1,15 4
N 42 48,28 41 47,13 83
Total 45 51,72 42 48,28 87
Malassezia P 3 3,45 5 5,75 8
pachydermatis
42 48,28 37 4253 79
Total 45 51,72 42 48,28 87
Aspergillus P 3 3,45 1 1,15 4
fumigatus
N 42 48,28 41 47,13 83
Total 45 51,72 42 48,28 87

Tabla 5: Valores de test de probabilidad exacta de Fisher por procedencia de casos

Candida albicans 0,617
Malassezia pachydermatis 0,475
Aspergillus fumigatus 0,617
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La muestra de 87 perros se obtuvo de dos clinicas veterinarias de la ciudad de Cuenca,
45 de Clinica Mora y 42 de Clinican, las tasas de prevalencia por cada agente se describen
a continuacion.

Candida albicans. De los 87 casos observados, 4 fueron positivos, de los cuales 3
(3,45%) se obtuvieron de la Clinica Mora y 1 (1,15%) en Clinican. Los 83 animales
restantes fueron negativos; de ellos, 42 (48,28%) fueron de Clinica Mora y 41 (47,13%) de
Clinican.

Malassezia pachydermatis. Sobre 87 casos analizados, 8 fueron positivos, de estos 3
(3,45%) se obtuvieron en la Clinica Mora y 5 (5,75%) en Clinican. Los 79 perros restantes
fueron negativos a este agente; de ellos, 42 (48,28%) se analizaron en Clinica Mora y 37
(42,53%) de Clinican.

Aspergillus fumigatus. De los casos analizados, 4 fueron positivos, de estos 3 (3,45%)
se obtuvieron en Clinica Mora y 1 (1,15%) en Clinican. Los 83 perros restantes fueron
negativos a este agente; de ellos, 42 (48,28%) se examinaron en Clinica Mora y 41
(47,13%) de Clinican.

En la tabla 5 se muestra por el Test de probabilidad exacta de Fisher que se realiz6 por
cada agente, para los datos registrados de las dos clinicas veterinarias de la ciudad de
Cuenca. Con el 61,7% de probabilidad que Candida albicans (p=0,617) > 0,05, en ninguno
de los dos establecimientos de salud animal, hubo predileccién por Candida albicans, por
lo tanto, afecté de igual modo a los perros de los establecimientos observados; con la
probabilidad exacta del 47,5%, no existen diferencias entre los perros examinados en las
dos clinicas para Malassezia pachydermatis (p=0,475), y para Aspergillus fumigatus
(p=0,617) con la probabilidad del 61,7%, tampoco se observaron diferencias significativas

entre los casos analizados en las dos clinicas veterinarias.
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4.3. Andlisis del agente por condicion genética.

Tabla 6: Prevalencia de agentes por condicion genética.

[ meerew ]
Puro Mestizo Total

Num % Num % Num %

P 4 100,00 0 0,00 4 100,00

N 57 68,67 26 31,33 83 100,00
Total 61 26 87

P 6 75,00 2 25,00 8 100,00

N 55 69,62 24 30,38 79 100,00
Total 61 26 87

P 2 50,00 2 50,00 4 100,00

N 59 71,08 24 28,92 83 100,00
Total 61 26 87

Tabla 7: Valor de test de probabilidad exacta de Fisher por condicion genética.

Candida albicans 0,312
Malassezia pachydermatis 1,000
Aspergillus fumigatus 0,580
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Sobre un total de 87 casos, se establecen las siguientes tasas de prevalencia de los tres

agentes en perros puros y mestizos.

De 87 animales examinados para Candida albicans, 4 fueron positivos, de los cuales 4
(100%) fueron puros y 0 (0,00%) mestizos. Los 83 restantes fueron negativos, de los

cuales 57 (68,67%) fueron puros, y 26 (31,33%%) mestizos.

En los mismos 87 casos observados para Malassezia pachydermatis, 8 fueron positivos,
de los cuales 6 (75,00%) fueron puros; y los 2 (25,00%) mestizos. De los 79 restantes, 55

(69,62%) fueron puros; y 24 (30,38%) mestizos.

Sobre la misma muestra observada para Aspergillus fumigatus, 4 fueron positivos, de
ellos 2 (50,00%) fueron puros, y 2 (50,00%) fueron mestizos; De los 83 negativos restantes

a este agente, 59 (71,08%) fueron puros; 24 (28,92%) fueron mestizos.

En la tabla 7 de test de Fisher se observa que por cada agente y la condicion genética de
los perros muestreados, con el 31,2% de probabilidad que Candida albicans (p=0,312)
>0,05, ninguna de sus condiciones genéticas tuvo predileccion por la Candida albicans, por
lo tanto, afecta de igual modo a los perros de los dos grupos genéticos analizados; con la
probabilidad exacta del 100%, no existen diferencias entre los perros de los dos grupos
genéticos para la frecuencia de Malassezia pachydermatis (p=1,000), mientras que para el
Aspergillus fumigatus (p=0,580) con la probabilidad del 58% tampoco se tuvieron

diferencias entre los perros de estos dos grupos.
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4.4. Andlisis de conjuntivitis por condicién genética

Tabla 8: Prevalencia, frecuencias observadas y esperadas de Chi cuadrado de

conjuntivitis por condicion genética o raza.

Con % Sin %

oure Observado 30 (49,18) | 31(50,82) 61 (70,11)
Esperado 28,7 32,3 61,0
Observado
. 11 (42,31) 15 (57,69) 26 (29.89)
Mestizo
Esperado 12.3 13,7 26,0
Total Observado 41 46 87

Tabla 9: Valores de Chi cuadrado para conjuntivitis por condicion genética.

Chi-cuadrado de Pearson ,557
Correccion de continuidad® 124
Razon de verosimilitud ,556
Prueba exacta de Fisher ,642 ,363
Asociacion lineal por lineal ,559
N de casos validos

De 87 casos, 61 fueron puros y 26 mestizos; dentro los primeros, 30 (49,18%) tuvieron
conjuntivitis y 31 (50,82%) no presentaron la enfermedad. Entre los 26 mestizos, 11
(42,31%) tuvieron conjuntivitis y 15 (57,69%) no presentaron la enfermedad.

En la tabla 9 de Chi cuadrado, con un valor p=0,557 de la prueba de Chi cuadrado, se
establece que no existen diferencias en la presentacion de la conjuntivitis en los perros de
diferente condicidn genética. No hay predileccion de la enfermedad por ninguna de las dos

condiciones genéticas por lo tanto las dos variables analizadas no estan asociadas.
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4.5. Analisis de agentes por rango de edad.

Tabla 10: Prevalencia de agentes por rango de edad.

<1-1 1-4 4-8 >8 Total
Nu Nu Nu
m % m % m % [Num| % [ Num %
Candida P 0 [000]| 3 |75,00 000 | 1 |2500( 4 [100,00
albicans N | 20 [24,10| 22 |26,51| 23 |[27,71| 18 |[21,69| 83 |100,00

Total 87
Malassezia P 1 |12,50( 1 [12,50| 3 |37,50| 3 |37,50| 8 |100,00
pachyderm N
atis

o

19 124,05]| 24 130,38| 20 |25,32| 16 |(20,25| 79 |100,00

Total 87
Aspergillus P 0 |000 | 1 |2500( 2 |50,00f 1 (2500 4 100,00
fumigatus N 20 (24,10 24 [28,92| 21 |25,30| 18 (21,69| 83 |100,00

Total 87

Tabla 11: Valores de test de Fisher, de agentes por rangos de edad.

Candida albicans 0,162
Malassezia pachydermatis 0,478
Aspergillus fumigatus 0,724

A partir de los 87 casos, se establecen las siguientes tasas de prevalencia de cada agente
por rangos de edad.

Para Candida albicans de 87 perros examinados para este hongo, 4 fueron positivos, de
los cuales, 0 (0,00%) pertenecen al rango <1 — 1 afio de edad; 3 (75,00%) estuvieron entre
1 - 4 afos; 0 (0,00%) estan en el rango de 4 — 8 afios; y 1 (25,00%) esta dentro del rango >

8 aflos. De los 83 perros negativos, 20 (24,10%) estan dentro del rango de edad <1 - 1; 22
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(26,51%) tuvieron entre 1 - 4 afos; 23 (27,71%) fueron de 4 — 8 afios; y 18 (21,69%)
tuvieron > 8 afios.

Malassezia pachydermatis De los 87 perros, 8 fueron positivos, de los cuales 1
(12,50%) pertenece al rango <1 -1 afio; 1 (12,50%) tuvo entre 1 — 4 afios; 3 (37,50%)
estuvieron en el rango de 4 — 8 afios; 3 (37,50%) pertenecen al rango > 8 afios. De los 79
perros negativos, 19 (24,05%) estuvieron dentro del rango de edad <1 — 1; 24 (30,38%)
tuvieron entre 1 - 4 afios; 20 (25,32%) se encontraron entre 4 — 8 afios; y 16 (20,25%)
fueron > 8 afios.

Aspergillus fumigatus que de 87 perros muestreados, 4 fueron positivos, de los cuales,
0 (0,00%) pertenecieron al rango <1 -1 afio; 1 (25,00%) tuvo entre 1 — 4 afios; 2 (50,00%)
pertenecieron al rango de 4 — 8 afios; y 1 (25,00%) estuvo en el rango > 8 afios. De los 83
perros negativos, 20 (24,10%) estuvieron dentro del rango de edad <1 — 1; 24 (28,92%)

tuvieron entre 1 - 4 afos; 21 (25,30%) fueron de 4 — 8 afios; y 18 (21,69%) > 8 afios.

En la tabla 11 del Test de Fisher de cada agente por rangos de edad de los perros
observados, establece que con el 16,20% de probabilidad que Candida albicans (p=0,162)
> 0,05, no tuvo predileccion por ninguna de las edades de los perros; por lo tanto, afecté de
igual modo en los diferentes rangos de edad; asimismo con la probabilidad exacta del
47,8%, no existen diferencias entre los perros de las diferentes edades con relacion a
Malassezia pachydermatis (p=0,478), para Aspergillus fumigatus (p=0,724) con la
probabilidad del 72,4% no se observaron diferencias para este agente entre los rangos de
edad. En consecuencia los agentes afectan de igual manera a los perros de las diferentes

edades, no hay asociacion entre la prevalencia de los agentes y la edad.
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Tabla 12: Prueba de significacion de conjuntivitis por rangos de edad.

Sin %

Con %

Observadas 10 (50) 10 (50) . 22% »
Esperadas 10,6 94 20,0
1-4 Observadas 15 (60) 10 (40) . 557 4)
Esperadas 13,2 11,8 25,0
4-8  Observadas | 15 434g) | 13 (56,52) (253:1 "
Esperadas 12,2 10,8 23:,0
>8 Observadas 11 (57,89) | 8 (42,11) . 11% .
Esperadas 10,0 9,0 19;,0
Total Observadas 46 41 87

Tabla 13: Valores de Chi cuadrado para conjuntivitis por rangos de edad.

a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo

esperado es 8,95.

Sobre un total de 87 casos, 41 tuvieron conjuntivitis y 46 no presentaron la enfermedad;

de los cuales, 20 fueron del rango <1 — 1 afio de edad, y de estos 10 (50,00%) tuvieron
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conjuntivitis y los otros 10 (50,00%) no presentaron la enfermedad.

En el rango de 1 — 4 afios se examinaron 25 animales, de los cuales 10 (40,00%)
estaban con conjuntivitis y 15 (60,00%) no presentaron la enfermedad.

El rango de 4 — 8 afios tuvo 23 animales; de los cuales 13 (56,52%) presentaron
conjuntivitis y 10 (43,48%) no la tuvieron.

De los perros mayores a 8 afios, 8 (42,11%) tuvieron conjuntivitis y 11 (57,89%) no
fueron positivos a la enfermedad.

Las pruebas de Chi cuadrado y el Test de Fisher, con un valor p=0,677 que se muestran
en la tabla 13 indican que las frecuencias observadas de la prevalencia no difieren de las
esperadas, con el 95% de seguridad; por lo tanto la prevalencia de conjuntivitis no difiere

con la edad de los perros.
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4.7. Analisis de los agentes por patron facial.

Tabla 14: Prevalencia de agentes por estructura del patron facial.

Braquicefalo No braquicéfalo Total
Num % Num % Num %
1 25,00 3 75,00 4 100,00
25 30,12 58 69,88 83 100,00
87
4 50,00 4 50,00 8 100,00
22 27,85 57 72,15 79 100,00
87
1 25,00 3 75,00 4 100,00
25 30,12 58 69,88 83 100,00
87

Tabla 15: Valores de test de Fisher para agentes por patrén facial.

Candida albicans 1,000
Malassezia pachydermatis 0,232
Aspergillus fumigatus 1,000

En la tabla anterior, a partir de los 87 casos, se establecen las siguientes tasas de

prevalencia de cada agente por estructura facial.

Laura Erraez C.

68




UNIVERSIDAD DE CUENCA

=10
Candida albicans. De 87 perros examinados, 4 fueron positivos, de los cuales, 1
(25,00%) fueron braquicéfalos y 3 (75,00%) no braquicéfalos. De los 83 perros negativos,

25 (30,12%) fueron braquicéfalos y 58 (69,88%) no braquicéfalos.

Malassezia pachydermatis. De 87 perros analizados, 8 fueron positivos, de los cuales 4
(50,00%) fueron braquicéfalos y 4 (50,00%) no braquicéfalos. De los 79 perros negativos a

este agente, 22 (27,95%) fueron braquicéfalos y 57 (72,15%) no braquicéfalos.

Aspergillus fumigatus. De 87 perros analizados, 4 fueron positivos, de los cuales 1
(25,00%) fue braquicéfalo y 3 (75,00%) no braquicéfalos. De los 83 perros negativos a

este agente, 25 (30,12%) fueron braquicéfalos y 58 (69,88%) no braquicéfalos.

El Test de Fisher que se muestra en la tabla 15, que por cada hongo, segun el patron
facial de los perros analizados, establece que con el 100% de probabilidad que ninguno de
los dos patrones faciales tuvo predileccién por la Candida albicans (p=1,000) > 0,05; por
lo tanto, afecta de igual manera a los perros de los dos patrones faciales; asimismo con la
probabilidad exacta del 23,2%, no existen diferencias entre los perros de los dos patrones
faciales con relacion a Malassezia pachydermatis (p=0,232), para el Aspergillus fumigatus
(p=1,000) con la probabilidad del 100% afecta de igual manera a los perros de los patrones
faciales estudiados. Las pruebas indican que no existe asociacion entre las variables,

agentes estudiados y patron facial.
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4.8. Andlisis de conjuntivitis por patron facial

Tabla 16: Prevalencia, frecuencias observadas y esperadas para la prueba de Chi
cuadrado.

Con %
17 (65,38)

Sin %
9 (34,62)

Observada

26

Esperada 12,3 13,7 26,0
Observada 24 (39,34) 37 (60,66) 61
Esperada 28,7 32,3 61,0

Observada 41 (47,13) 46 (52,87) 87
Esperada 41,0 46,0 87,0

Tabla 17: Valores de Chi cuadrado de conjuntivitis por patréon facial.

Chi-cuadrado de Pearson ,026
Correccion de continuidad® ,046
Razo6n de verosimilitud ,025
Prueba exacta de Fisher ,035 ,023
Asociacion lineal por lineal ,027
N de casos validos

a. 0 casillas (0,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo
esperado es 12,25.
b. Solo se ha calculado para una tabla 2x2, gl =1

Tabla 18: Estimacion de riesgo

Inferior Superior
2,912 1,118 7,586
1,662 1,093 2,526
971 ,324 1,005
87
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Sobre un total de 87 casos, 26 fueron braquicéfalos 61 no braquicéfalos; de los
primeros, 17 (65,38%) tuvieron conjuntivitis y 9 (34,62%) no estaban enfermos. De los

segundos 24 (39,34%) tuvieron conjuntivitis y 37 (60,66%) no presentaron la enfermedad.

En la tabla 17 con un valor p=0,026 la prueba de significacion de Chi cuadrado, indica
que la prevalencia de conjuntivitis no es igual, entre los perros con diferente patron facial,

al existir asociacion entre estas dos variables.

En la tabla 18, el valor de Odds ratio es OR=2,912 con un IC al 95% entre los limites
inferior de 1,118 y superior de 7,586, en consecuencia la asociacion entre las variables es
significativa; por lo tanto, se acepta la que el patron facial en perros es un factor de riesgo
para la conjuntivitis. El riesgo se encuentra incrementado en un 74,44% en los
braquicéfalos.

Debido a que no se encontraron asociaciones entre los agentes y ninguna de las
variables objetivo como son, procedencia de casos, condicion genética y edad, se aplico
esta prueba Unicamente para las variables conjuntivitis y patron facial, ya que el riesgo de

padecer conjuntivitis podria estar incrementado por el patrén facial de los perros.
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5. DISCUSION

Los resultados detallados en las tablas demuestran que los tres agentes en estudio no
son causa principal de conjuntivitis, considerandolos como flora normal o como agentes
oportunistas, debido a que en los cultivos y pruebas realizadas se obtuvo positivos en
muestras con o sin conjuntivitis. Habiendo concordancia con otra investigacion en donde
se cita que los hongos ya sean mohos o levaduras se pueden aislar en algunas
enfermedades oculares e incluso en o0jos sanos, por la presencia de contaminacion
ambiental (Arenas, 2008).

La levadura Malassezia pachydermatis se present6 en una cantidad mas elevada que
Candida albicans, y Aspergillus fumigatus, pero no se muestra relevante en cuanto a causa
principal de conjuntivitis, pese a esto en la investigacion realizada por Prado, (2008)
afirma que de 38 muestras de secrecion ocular encontr6 un positivo es decir un 2.63% del
total de las muestras, a diferencia de esta investigacion con un 9.2% de positivos, un
porcentaje un tanto superior a la investigacion citada, pero a su vez encontrandose dentro
del intervalo de confianza dados estadisticamente, lo que afirma que los resultados
obtenidos presentan concordancia y credibilidad.

En el caso de A. fumigatus se encontraron positivos pero todos sin presencia de signos
clinicos de conjuntivitis de ningin grado. Verneuil, (2013) cita, que la presencia de este
agente depende de la temporada o el clima es asi que podriamos considerar que la
presencia del mismo en las muestras obtenidas se puede deber a factores ambientales.

En el analisis de variables se encontrdé que no existe asociacion entre los
microorganismos estudiados con ninguna de las variables planteadas en los objetivos como

son los establecimientos de salud animal, condicidn genética, edad y patrén facial.
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Entre los resultados hallados también se plasma un agregado a la investigacion, se trata
del analisis de la variable patrén facial y conjuntivitis, de esto se pudo obtener que, los
perros braquicéfalos tienen un 74.44% de riesgo de adquirir una conjuntivitis, una
asociacion significativa, entre braquicéfalos y la presencia de conjuntivitis, que puede
deberse a la mayor exposicion del globo ocular que presentan los perros con esta anatomia

craneal.
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6. CONCLUSIONES

Una vez realizado el proceso de identificacion y tipificacion de los agentes fungicos en
estudio, se analizaron los resultados con pruebas de hipotesis, tablas de prevalencia por
variable, pruebas de asociacion, pruebas de riesgo, mediante las cuales se pudo determinar
qué los agentes fangicos en estudio afectan de igual modo a los perros con o sin
conjuntivitis. Es decir que no existe asociacion entre la conjuntivitis y los hongos
investigados; pudiendo ser causa otros factores.

De la misma forma se observo que al analizar las relaciones entre agente etioldgico con
las variables de establecimientos de salud animal, condicidn genética como razas puras y
mestizas, edad determinada por rangos, patron facial braquicéfalo y no braquicéfalo, no se
encontrd asociacion significativa, lo que nos demuestra que Candida Albicans, Malassezia
pachidermatis y Aspergillus fumigatus, no tienen asociacién con ninguna de las variables
propuestas.

El andlisis de las variables revel6 que los perros con patrones faciales de tipo
braquicéfalo tienen una mayor predisposicion de adquirir conjuntivitis por cualquier causa.
Siendo este un resultado agregado a la investigacién, por ser relevante para el diagnéstico

clinico.
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7. RECOMENDACIONES
- Realizar una investigacion profunda sobre Malassezia pachidermatis en
enfermedades generales de ojos, esto podria ofrecer informacion de una

enfermedad sistémica.

- Fomentar investigaciones sobre farmacos topicos oftalmicos, que se podrian
utilizar para controlar los agentes fangicos patdgenos, ampliando la investigacion a
las zonas rurales de la ciudad ya que ésta investigacion fue realizada netamente en

la zona urbana de Cuenca y serviria comparar los resultados de las dos partes.

- Ampliar la investigacion a mas especies de Malassezia como la M. furfur, M.
globosa, debido que en la etapa de crecimiento e identificacion de los agentes en
estudio se pudo observar varios microorganismos entre los cuales estaban bacterias,
diferentes levaduras y mohos filamentos que se podrian investigar con mayor

profundidad.
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9. GLOSARIO

- Proencéfalo: Parte superior del cerebro del embrion, que mas tarde se divide en
telencéfalo y diencéfalo

- Fotorreceptores: En general, un fotorreceptor es un mecanismo capaz de convertir la
energia Optica de la luz que incide sobre una superficie sensora en energia eléctrica,
mediante un proceso que se denomina transduccion

- Hiperplasia: Es el aumento de tamafio de un 6rgano o de un tejido

- Reino Fungi: Es un grupo de organismos eucariotas entre los que se encuentran
los mohos, las levaduras y las setas.

- Hifas: Las hifas son los filamentos que, reunidos, forman el micelio de la mayoria de
los hongos

- Clamidosporas: Una clamidospora es un tipo de espora de paredes gruesas de varias
clases de los hongos. Es una etapa del ciclo vital del organismo que sobrevive en
condiciones desfavorables, tales como estaciones secas o calidas

- Conidios: Un conidio es una espora asexual inmovil formada directamente a partir de
una hifa o célula conidiégena o espordgena.

- Blastoconidias: Conidio que se produce por gemacion

- Propagulos: Es decir, es cualquier estructura de reproduccién y propagacion
bioldgica, producido sexual o asexualmente, capaz de desarrollarse de manera

separada para dar lugar a un nuevo organismo idéntico al que le formo.
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10. ANEXOS
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10.1 Matriz de conceptualizacion de variables

Tabla 19: Matriz de conceptualizacion y operacionalizacion de las variables.

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Escala de Definicion operacional de las
Variables Tipo de medicion de las variables Dimensiones Indicadores Valor final Técnicas e Fuente
variables variables instrumentos
Levadura o moho filamentoso Experimento y hoja
Y1 Prevalencia Cuantitativa Razo6n que afecta la conjuntiva Fraccionario NUmero de Unidades Crecimiento de laboratorio Cultivos
Formadoras de Colonias
Candida Albicans, Malassezia
Pachidermatis, Asperigillus
Y, Levaduras y Cualitativa Fumigatus, otros, ninguno Anélisis de laboratorio:0-1-2- NUmero de Unidades Crecimiento Experimento y hoja | Cultivos
mohos Nominal 3-4 Formadoras de Colonias de laboratorio
filamentosos
Signos, sintomas, *Hiperemia ocular, Técnica:
laboratorio. secrecion mucoide Signos Observacion Mucosa
*Engrosamiento de la conjuntiv
Ys | Conjuntivitis en Cualitativa Nominal Afeccion ocular no Existe o no: 0-1 mucosa conjuntival Agente etioldgico Instrumentos: hoja al
perros *Cultivo y tipificacion clinicay de
laboratorio
Intensidad o Ausente, Ligera, Moderada, Hiperemia ocular, Ausente, Ligera, Instrumento: hoja
Y, | gravedad de la Cuantitativa Ordinal Severa Signos: 1-2-3-4 secrecion ocular Moderada, Severa clinica Clinicas
enfermedad politémica mucoide, epifora
i i Observaciones y
X1 Lugar Cualitativa Nominal Area para muestrear Clinicas Avrea urbana de Cuenca Caracteristicas hoja clinica Clinicas
Periodo de existencia del animal Cachorros(<1-1afos),
X, | Edad (Estratos) Cuantitativa Ordinal jovenes(1-4afios), adultos(4- Numero de perros Afectados Entrevista y hojade | Clinicas
8afios), cachorros, Jévenes, campo
gerontes (> 8) adultos y gerontes
Cada uno de los grupos en que se Controlar la Entrevista y hoja
X3 Raza Cualitativa Nominal subdividen las especies Varios Todas poblacién canina clinica Clinicas
Dolicocefalos, mesocéfalos, Perros: 1 Diagnostico o definicion Observacion y hoja
X4 Patron facial Cuantitativa Nominal braquicefalos 2 Tipos clinica Clinicas
3
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10.2 Arbol para el Planteamiento del Problema.

Efectofinal | Micosis en la

conjuniva

A . l A

Disminucion de

Lesion
la flora normal

Efecto primario | Infeccion

A—I—A

Problema central > HIPEREMIA OCULAR
' |
A K A
Causa secundaria |, Microorganismos Antibioticos Picor
Causa primaria Contaminacion Quimicos Cuerpo extrano

Gréfico 1: Arbol para el Planteamiento del Problema.
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10.3. Muestreo por casos oftalmicos anuales.

Tabla 20: Pacientes caninos en dos Clinicas de la ciudad de Cuenca.

Clinica veterinaria Mora 2160 11 238
Clinica veterinaria Clinican 1062 10 106
Total 3222 344

10.4 Célculo de recepcion de muestras
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Tabla 21: Muestras
Pacientes oftalmologicos
Establecimiento En un afo Un mes Tres meses
Clinica veterinaria Mora 238 20 60
Clinica veterinaria Clinican 106 9 27
Total 344 29 87
10.5 Hoja de Campo
Hoja de recoleccién de datos Fecha Nro.

1. Datos del establecimiento

Nombre de establecimiento

Médico responsable

2. Datos del animal

Nombre del animal | Sexo M | F

Raza | Edad
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Nombre del propietario

|

3. Historia clinica general/Anamnesis

4, Datos de la muestra

DERECHO

[ZOUERDO

5. Caracterizacion de la conjuntivitis

ONJUNTIVITIS
SIGNOS

Ausente

Ligera

Moderada

Severa

Prurito

Hiperhemia

Epifora

Secrecion ocular

Quemosis

Queratosis

Gréfico 2: Hoja de recoleccion de datos para toma de muestra de mucosa conjuntival.
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10.6. Anexo: Hoja de laboratorio para Aspergillus fumigatus
F N° L Tipo de Medio | Tipo | Largo Diametro | Diametro Largo | Ancho | Didmetro Tipifi Observ.
E de U Muestra de de del del de la|de las|de de las
C G mucosa cultivo | Colora | Estipe estipe vesicula y/o | fidlides | las micro- cacion
H Mues | A | conjuntival cion y/o y/o Esporangio. | y/o Fiéalides | conidias y/o
A R esporan- | esporan- | Columela en | Métulas | y/o esporangios-
2015 | tra gioforo | giéforo | Zygomicetos Métulas | poras
19/03 | 4 CC | Secrecion | ASD | Verde | 225 5 18.13 25 2 2.25 A. replicado
olivo fumigatus
26/03 | 17 CM | Secrecion | ASD | Verde | 237.5 5 18.75 2.5 2 2 A.
fumigatus
02/04 | 23 CM | Secrecion | ASD | Verde | 200 9.75 19.4 5.25 2 2 A.
y fumigatus
blanco
15/04 | 39 CM | Secrecion | ASD | Verde | 250 8.75 25 7.5 2.5 2.5 A. Replicado
fumigatus | combinado

Graéfico 3: Hoja de laboratorio para registrar Aspergillus fumigatus.
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10.7. Anexo: Hoja de laboratorio para Candida albicans
Medio de Presencia de | Presencia de Asimilacién de Tipificacion Observaciones
Fecha Clinica N° de cultivo Blastosporas | Clamidosporas Carbohidratos
Veterinaria | Muestra a partir del | y pseudohifas
ASD
2015
ASD | AHM Gl | Lac | Sac | Mlt | Gal | Raf
24/03 CM 14 * * * * * * |k | % C. Albicans replicado
31/03 CM 20 * * * * % * | % |k C. Albicans
08/04 CC 26 * * * * * * |k | % C. Albicans replicado
14/04 CM 36 * * * * * * |k | % C. Albicans replicado

Gréfico 4: Hoja de laboratorio para registrar Candida albicans.

Gl=glucosa, Lac=lactosa, Sac=sacarosa, Mlt=maltosa, Gal=galactosa, Raf=rafinosa, ASD=Agar Sabouraud dextrosa, AHM=Agar Harina de Maiz
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10.8. Anexo: Hoja de laboratorio para Malassezia Pachydermatis.

Fecha Clinic | N° de | Medio Presencia Prueba | Asimilacion de | Prue | Asimilacién Tween Tipificacion Observaciones
a Muest | de de de Carbohidratos ba de
Veteri | ras Cultivo Blastospor | hidréli Catal
2015 naria ASD as a partir | sis asa
de ASD Urea Gl Mn Sb T T T T
20 40 | 60 80
10 05 |05 |01
% % | % %
18/03 CC 4 * * * * * * * - * * * M. pachydermatis combinada
23/03 CcC 7 * * * * * * * - * * * M. pachydermatis
15/04 CM 34 * * * * * * * - * * * M. pachydermatis replicado
14/04 CM 36 * * * * * * * +H- | * * * M. pachydermatis replicado
15/04 CM 39 * * * * * * * +H- | * * * M. pachydermatis
21/04 CC 40 * * * * * * * - * * * M. pachydermatis
21/04 CC 44 * * * * * * * - * * * M. pachydermatis replicado
16/05 CC 82 * * * * * * * +H- | * * * M. pachydermatis

Gréfico 5: Hoja de laboratorio para registrar Malassezia Pachydermatis.

Gl=glucosa, Mn=manitol, Sb=sorbitol, ASD=Agar Sabouraud dextrosa
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10.9. Croquis de las Clinicas de recepcion de muestras
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Gréfico 6: Clinica Veterinaria Mora.
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10.10. Registro Fotografico De La Investigacion

RECOLECCION Y CULTIVO DE MUESTRAS

Imagen 1: Tubo con agua destilada Imagen 2: Toma de muestra a nivel
para recoleccion de muestras. de conjuntiva ocular.

Imagen 4: Siembra de la muestra
en ASD.

Imagen 3: Recepcidn de muestras.
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Imagen 5: Observacion de

colonias de Candida albicans. Imagen 6: Observacion de colonias

de Malassezia pachidermatis.

Imagen 7: Observacion de colonias
de Aspergillus fumigatus.
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PRUEBAS DE LABORATORIO

Tinciones

Imagen 8: Disolucion de una

. e Imagen 9: Tincion de GRAM.
colonia en el suero fisiologico.

Imagen 10: Tincion con azul de
lactofenol para mohos filamentosos.
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Imagen 11: Observacion de Candida
albicans en el microscopio.

TIPIFICACION CANDIDA ALBICANS

Imagen 12: Prueba de azucares Imagen 13: Cultivo en AHM para
para C. albicans. filamentacion precoz y presencia de
clamidosporas.
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Imagen 14: Tubos con Imagen 15: Observacion de
suero sanguineo, para prueba filamentos con presencia de
de filamentacion precoz Clamidosporas de C. Albicans.

Imagen 16: Observacion en el

Imagen 17: Tincion de Gram microscopio de Clamidosporas de
para filamentacion precoz. C albicans.
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OBSERVACION DE MALASSEZIA PACHIDERMATIS

Imagen 18: Observacion de blastosporas de M.
pachidermatis.

TIPIFICACION PARA MALASSEZIA PACHIDERMATIS

\“'-‘(’b

g I*"k

Imagen 19: Pruebas de tipificacion para M
pachidermatis.
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Imagen 21: Prueba positiva Imagen 20: Prueba de Catalasa
de hidrdlisis de la urea, para positiva M. pachidermatis.
M. pachidermatis

Imagen 22: Prueba de Imagen 23: Prueba de tween

asimilacién de azucares

o ; . positivo para M. pachidermatis.
positiva a M. pachidermatis.

Laura Erraez C. 98



UNIVERSIDAD DE CUENCA

OBSERVACION DE ASPERGILLUS FUMIGATUS

Imagen 24: Observacién mediante microscopio.

TIPIFICACION DE ASPERGILLUS FUMIGATUS

Imagen 25: Medicion de Aspergillus
fumigatus gracias al micrémetro
ocular.
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