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RESUMEN

La N-Acetilcisteina es un compuesto utilizado en la clinica diaria para tratar patologias de
las vias respiratorias bajas, Ulceras corneales, infecciones del tracto urinario e
intoxicaciones por acetaminofén. Sin embargo, se ha observado en diferentes estudios su
eficacia en el tratamiento de otitis externa como coadyuvante, debido a su accién
antimicrobiana, mucolitica y antioxidante. La otitis externa en la especie canina es una
patologia encontrada con frecuencia, cuyo porcentaje ronda el 20% y del cual el 50% de los
casos suelen ser cronicos siendo la Malassezia spp un patdgeno involucrado en esta
enfermedad. El presente estudio tuvo como objeto evaluar el efecto de la N-Acetilcisteina
como coadyuvante en el tratamiento de otitis externa causada por Malassezia spp en perros,
en la clinica de especialidades “VetPro” de la ciudad de Cuenca, Ecuador. Se clasifico la
otitis mediante la escala OTIS-3 y se realizaron hisopados y citologias a 20 perros con
tratamiento control y a 20 perros con N-Acetilcisteina al dia 0, 5 y 20 para valorar la carga
de Malassezia spp y se determiné al paciente como recuperado o no recuperado. Al
evaluarse por la escala OTIS-3 demostré que al dia 20 el pardmetro secrecion disminuyo
significativamente (p = 0,018) al tratamiento con N-Acetilcisteina en el conducto auditivo
vertical y resultados similares en conducto auditivo horizontal (p

= 0,058). El conteo de Malassezia spp al final del estudio no demostrd diferencias
significativas en el grupo Tratamiento con N-Acetilcisteina en referencia al grupo
Control (p > 0,05). En la recuperacion basada en OTIS-3 el grupo tratado con N-
Acetilcisteina al dia 20 con respecto al dia 0, revelo diferencia significativa (p = 0,031).
Los resultados demuestran que la N-Acetilcisteina cumple una funcién antibiofilm pues

disminuye la cantidad de secrecion.

Palabras clave: N-Acetilcisteina. Otitis externa. Malassezia spp. Hisopados.
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ABSTRACT

N-Acetylcysteine is a compound used in the daily clinic to treat pathologies of the lower
respiratory tract, corneal ulcers, urinary tract infections and acetaminophen poisoning.
However, its efficacy in the treatment of external otitis as an adjuvant has been observed in
different studies, due to its antimicrobial, mucolytic and antioxidant action. Otitis externa in
the canine species is a pathology frequently found in patients, whose percentage is around
20% and of which 50% of cases are usually chronic, with Malassezia spp being a pathogen
involve in this disease. The aim of this study was to assess the effect of N-Acetylcysteine as
an adjuvant in the treatment of external otitis caused by Malassezia spp in dogs, at the
“VetPro” specialty clinic in the city of Cuenca, Ecuador. Otitis was classified using the
OTIS-3 scale and swabs and cytologies were performed on 20 dogs with control treatment
and 20 dogs with N-Acetylcysteine at day 0, 5 and 20 to assess the load of Malassezia spp
and the patient was determined as recovered or not recovered. When evaluated by the
OTIS-3 scale, it was shown that on day 20 the secretion parameter decreased significantly
(p = 0.018) when treated with N-Acetylcysteine in vertical ear canal and similar results in
horizontal ear canal (p = 0.058). The Malassezia spp count at the end of the study did not
show significant differences in the Treatment group with N- Acetylcysteine compared to the
Control group (p > 0.05). In the recovery based on OTIS-3, the group treated with N-
Acetylcysteine at day 20 compared to day 0O, revealed a significant difference (p = 0.031).
The results show that N-Acetylcysteine fulfills an antibiofilm function since it decreases the

amount of secretion and the recovery of patients at the end of treatment is evident

Key words: N-Acetylcysteine. External otitis. Malassezia spp. Swabs. Adjuvant
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La otitis externa es una de las afecciones dermatoldgicas mas frecuentes y recurrentes
en la clinica de pequerfias especies con una prevalencia del 5% al 20% a nivel global (1).
Factores perpetuantes que se correlacionan a esta patologia son Staphylococcus spp.,
Pseudomonas y levaduras como la Malassezia spp. que pueden sufrir alteraciones por
factores externos por humedad o temperatura, provocando proliferacion de estos y por

consiguiente el desarrollo acelerado de biofilm (2) (3).

Actualmente existe un alto porcentaje de recidiva y cronicidad en casos de otitis externa, los
cuales se han visto relacionados principalmente a la resistencia microbiana por el uso
indiscriminado de antibioticos (3). Estudios han demostrado que la resistencia microbiana
en la poblacion humana, especialmente en duefios de mascotas y veterinarios, se ha
asociado organismos de origen canino (4), por ende es importante la investigacion de
productos y tratamientos alternativos como los coadyuvantes, que son compuestos que
mejoran la actividad antimicrobiana bloqueando su resistencia y la acumulacién intracelular
(5). Adicionalmente son dispersores de biofilm monomicrobiales o polimicrobiales pues

disminuyen la viabilidad de las células adheridas a la superficie (6).

La N-Acetilcisteina (NAC) ademas de ser utilizada terapéuticamente para la intoxicacion
con acetaminofén, Ulceras corneales y nebulizaciones, es un coadyuvante reconocido por ser
un agente mucolitico con capacidades antimicrobianas y antioxidantes. Su accién como
antimicotico se debe a que interviene directamente en los polisacaridos de la pared celular
que estd compuesta de manano, glucano y quitina, ademas reduce la permeabilidad y
solubilidad de la matriz celular del hongo (7). Actualmente existen reportes en los que se

evidencia autoproteccion y prevencion de pérdida auditiva (8).
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Es indispensable desarrollar un protocolo farmacoldgico que permita disminuir los

porcentajes tanto de recidiva como de cronicidad en pacientes jovenes, adultos y
geriatricos. El siguiente estudio aportara mayor informacion a la comunidad veterinaria,

pues no se han investigado trabajos de esta indole debido a que la accién de la NAC

como coadyuvante en el tratamiento de otitis externa por hongos es muy poco conocida.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.0Objetivo general

Evaluar el efecto de la N-Acetilcisteina como coadyuvante en el tratamiento de otitis

externa causada por Malassezia spp, en perros, mediante evaluacion citologica.

1.1.2. Objetivos especificos

« Determinar los niveles de otitis externa mediante el indice de puntuacion OTIS -

3 (Otitis index Score, siglas en inglés) al dia 0, 5 y 20 del tratamiento.

* Evaluar la carga de Malassezia spp., mediante citologia del oido externo al

dia 0, 5y 20 del uso topico de N-Acetilcisteina.

» Valorar el efecto del tratamiento para otitis externa al utilizar N-

Acetilcisteina como coadyuvante.

1.2. HIPOTESIS

¢La N-Acetilcisteina usado como coadyuvante optimiza al tratamiento de otitis

externa causada por Malassezia spp en perros?
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2.1. Anatomia y fisiologia del oido

El oido del perro estd compuesto (desde afuera hacia adentro) de: pabellon auricular y
conductos auditivos externos que conforman el oido externo, el oido medio y el oido
interno. El pabelldn estd compuesto a su vez de cartilago auricular cubierto a sus dos
lados de pelo (en mayor cantidad en su parte convexa) con glandulas sudoriparas
apocrinas, sebaceas y foliculos pilosos. Existe una gran cantidad de musculos que sirven

para mover la oreja en diferentes direcciones (9).

El pabellén auricular conduce las ondas sonoras hacia el conducto auditivo externo y en
su entrada se encuentran glandulas secretoras de cerumen que junto con el pelo evitan el

ingreso de sustancias extrafias al interior del oido (10).

El oido medio es una cavidad timpanica, que se separa del oido externo por la
membrana timpanica, y del oido interno por medio de la ventana vestibular y coclear. Se
comunica a su vez con la nasofaringe mediante el tubo auditivo y estd compuesto de tres
huesecillos: el martillo, yunque y estribo que funcionan como una via fisica para el paso
de las vibraciones de la membrana timpanica hasta los receptores sensoriales de la

audicion que se encuentra en el oido interno (11).

El oido interno esta compuesto de la coclea, canales semicirculares y el vestibulo, que
forman el laberinto de la parte petrosa del hueso temporal. Mientras que en su parte mas
interna el laberinto ¢seo estd conformado del laberinto membranoso (conducto coclear,
utriculo, saculo y los canales semicirculares que se encuentran contenidos en la

endolinfa) (12).

20
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La coclea es un complejo de conductos que estan enrollados y se componen de pared

Osea cerrada en su parte final, que se pliega en forma de concha de caracol alrededor de
la columnela. Este conducto esta dividido por la membrana basilar que delimita la zona

vestibular, coclear o media y la timpanica (13).

El sistema vestibular se encuentra en el oido interno e informa sobre la posicion y
movimiento de la cabeza, es decir es el sentido del equilibrio. Este sistema es
susceptible a enfermedades o lesiones que desencadenan una serie de sucesos como el
sindrome vestibular en donde se observa inclinacion de cabeza, movimientos en circulos

0 balanceo de los pacientes y nistagmo espontaneo (14).

Existen dos tipos de equilibrio: el estatico que se produce cuando el cuerpo se mantiene
inmavil y el dinamico, que es la posicion que mantiene el cuerpo cuando se presentan

movimientos de aceleracion, desaceleracién y rotacion (10).

El sistema vestibular estd compuesto de saculo, utriculo y los conductos semicirculares;
contiene células ciliadas neurosensoriales especializadas que tienen la funcion de
receptores sensitivos en un area engrosada llena de endolinfa que se conoce como
maécula, existiendo dos tipos, la sacular y la utricular, en las que se fijan cristales de
carbonato de calcio conocidos como otolitos, que bajo la fuerza de gravedad hacen que
los cilios apicales de las células ciliadas se desvien, por lo tanto, detectan la inclinacién

constante de la cabeza (9) (14).

Los conductos semicirculares tienen una forma tubular y se dirigen hacia el vestibulo, con
estructuras en sus extremos que se dilatan en una zona denominada “ampolla”, la cual se
ubica en el laberinto membranoso, y en este se encuentran los receptores sensoriales
conocidos como “crista ampularis” (12). La endolinfa se desliza en los conductos

semicirculares cuando existe aceleracion angular por movimientos rotacionales de la
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cabeza, lo que desencadena el desplazamiento de un lado a otro de la ctpula y el doblado de

los estereocilios las cuales hacen sinapsis con las células ciliadas sensoriales (11).

En el proceso de la audicion, en primer lugar, se recibe la onda sonora que ingresa al
oido externo y de este al timpano. A continuacion, la membrana timpéanica vibra y
transmite la onda sonora a los huesecillos del oido medio, atraviesa la ventana oval
aumentandose la intensidad de la onda sonora y llega al oido interno ddnde se encuentra
la cdclea en sus dos primeros canales, el vestibular y el timpanico, que al encontrarse
Ilenos de liquido por efecto de la onda sonora, se desplaza activando las células ciliadas

del 6rgano de Corti (15).

El érgano de Corti se ubica en la rampa media de la cAclea, esta compuesto de células
ciliadas mecanosensoriales que contienen estereocilios, estos hacen contacto con la
membrana tectorial, al existir cambios entre esta y la membrana basilar por efecto de la
onda sonora estimulan los receptores de las células ciliadas, se abren los canales de
cationes, los iones de potasio de la endolinfa salen a las células ciliadas, las células se
despolarizan y esto provoca que se abran los canales de calcio dependientes de voltaje.
El calcio al entrar a las células ciliadas libera el glutamato hacia el nervio auditivo, y se

envia la onda de sonido al cerebro (16).

2.2. Otitis externa

La otitis externa se caracteriza por ser una afeccion del epitelio auditivo es decir, se
produce una inflamacién del conducto auditivo externo (3) que consta del pabelldn
auricular y los conductos auditivos verticales y horizontales hasta el nivel del timpano

(17).
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2'52.1. Etiologia

Su etiologia es multifactorial por lo cual ha sido clasificada en causas primarias y
secundarias, que infectan de manera directa el oido y factores predisponentes y

perpetuantes que contribuyen en el desarrollo de la patologia (18).

Causas primarias

Las causas primarias de otitis externa son las responsables del inicio del proceso
inflamatorio de todo el epitelio de revestimiento del conducto auditivo. Estas causas estan
ligadas a problemas dermatoldgicos como atopias y alergias alimentarias, endocrinopatias
como hipotiroidismo e hiperadrenocorticismo, enfermedades autoinmunes como pénfigo
folidceo y lupus eritematoso, desordenes de queratinizacién, ectoparasitos, cuerpos
extrafios, procesos idiopaticos (18) o desbalances hormonales que afectan directamente la

secrecion de las glandulas ceruminosas y sebaceas que recubren la oreja (19).

La dermatitis atdpica (DA) y las alergias alimentarias (AA) son las causas mas comunes
de otitis externa (20) principalmente en perros jovenes (18), pues el 80% de perros
diagnosticados con AA y el 15% de los diagnosticados con DA demuestran signos

clinicos de la enfermedad (19).

Causas secundarias

Las infecciones bacterianas y flngicas son consideras causas secundarias pues los
factores primarios, al alterar el medio ambiente del canal auditivo, proveen el lugar
propicio para el crecimiento de organismos comensales principalmente de

Staphylococcus spp., y Malassezia spp (20).

A medida que la otitis progresa, la inflamacion conduce a una hiperplasia glandular del
epitelio y por consiguiente a un aumento en la produccion de cerumen; el acimulo de
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estos agravantes llevara a un dificil manejo, un ineficaz tratamiento y en algunos casos

el desarrollo de otitis media (18).

Factores predisponentes

Son aquellos que no provocan otitis directamente, pero aumentan el riesgo de
inflamacién auricular alterando la estructura, funcion y fisiologia del canal auditivo
(21). Estos factores predisponentes pueden ser debidos a rasgos anatomicos particulares
del oido, es decir por la conformacion, posicion del pabellon auricular e hipertricosis en

el canal auditivo horizontal (21).

Otros factores predisponentes son los cambios en el microambiente del oido esto se da
comunmente en zonas calidas y/o humedas y frecuentemente en perros que se bafian
constantemente o en perros nadadores, esto aumenta la humedad del oido (18) (22).
Existen enfermedades sistémicas que involucran el sistema inmunitario y su
funcionalidad (23), enfermedades virales, obstrucciones como neoplasias, pélipos o
granulomas y sobreproduccién de cerumen que comprometen la integridad del conducto

auditivo en su totalidad (21).

Ciertas razas tienen mayor predisposicion a desarrollar otitis, estas son las que tienen
oreja pendulosa o pendular como el Cocker Spaniels, Springer Spaniels, y Labrador
Retriever pues tienen mayor cantidad de glandulas ceruminosas en el conducto auditivo

horizontal lo cual incrementa la posibilidad de desarrollo de otitis externa (OE) (23).

Factores perpetuantes

Son factores que previenen la resolucién completa de la otitis y conducen a una recaida o
recidiva de esta, incluso si la infeccion o las causas primarias son tratadas adecuadamente

(18). Estan vinculados a los cambios estructurales e inflamatorios que se producen en el
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oido asociados a procesos patoldgicos crénicos, expresandose como factores

liquenificantes, hiperplasicos, tumorales, y ulcerativos (24).

Uno de los ejemplos mas claros de factores perpetuantes son las infecciones agudas en
las que participa las bacterias Gram (+) como Staphylococcus spp., Streptococcus spp o
levaduras como la Malassezia pachydermatis, mientras que en infecciones crénicas
estdn presentes bacterias Gram (-) como Proteus spp., Klebsiella spp., E. coli., y
Pseudomonas. Si la otitis externa no es tratada a tiempo y progresa se produciran

cambios patolégicos y como resultado el inicio de una otitis media (25).

La otitis media suele ser el resultado de una inflamacion e infeccion microbiana en el
canal auditivo externo que se extiende hacia la cavidad del oido medio. La ruptura de la
membrana timpénica permite que exudados purulentos se acumulen en la cavidad del
oido medio por lo cual producira inflamacion y dafios en la pared del canal auditivo.
Las glandulas ceruminosas se hipertrofian, la epidermis y dermis provocan un
estrechamiento en el canal del lumen, aumenta la humedad y como consecuencia el

cartilago de la oreja termina calcificandose de manera irreversible (23) (25).
2.3. Malassezia spp

La Malassezia es un género de levaduras, pertenecientes al reino fungi, que existe
comunmente formando parte de la microbiota natural de la piel y mucosas de humanos,
mamiferos y demas vertebrados de sangre caliente. En la actualidad han sido identificadas
18 especies de Malassezia, nombradas por la especie animal en la que fueron aisladas por
primera vez y cuya especificidad depende del hospedero, del lugar anatomico, de la forma

microscopica, demas formas de identificacion y de los signos clinicos que produce (26).
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2'53.1. Patogénesis

Inicia por la primera fase o fase eritematosa en el cual se involucra la inflamacion del
canal auditivo, generalmente suele ser de curso agudo. En la segunda fase o fase
ceruminosa se da una hiperplasia del epitelio de revestimiento y de las glandulas

ceruminosas resultando en una produccidn excesiva de cerumen (27).

Las modificaciones anatomicas e inflamatorias que se producen en el oido permiten
cambios en el medio ambiente, favorables para el crecimiento de microorganismos
comensales como Malassezia spp y Staphylococcus spp. Al volverse cronico y un circulo
vicioso perpetuante se llega a desarrollar una hiperplasia epidérmica, reduccién en el

didmetro del canal auditivo, hiperplasia y dilatacion de las glandulas apocrinas (27).

2.3.2. Signos clinicos

Clinicamente pueden dividirse en otitis ceruminosa, que se caracteriza por presentar
eritema, prurito y descarga ceruminosa-seborreica, y otitis supurativa que presenta
ulceraciones causadas por eritema o edematizacion del pabell6n auricular o conducto
auditivo externo, dolor y descarga purulenta (28) (29). Los principales signos
observados en la otitis externa son prurito, eritema, edema, descamacion, ulceracion,
alopecia del pabellon auricular, inclinacion de la cabeza, dolor a la palpacion del canal

auditivo, otohematomas, etc (30).

Adicionalmente pueden presentarse alteraciones proliferativas como hiperplasia
epitelial, hiperqueratosis e hiperplasia de las glandulas ceruminosas y sebaceas
provocando el desarrollo de otitis media debido a la exposicion de la membrana

timpanica causada por la estenosis del conducto auditivo externo (29).
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2.3.3, Diagndstico

El diagnostico de otitis externa debe incluir la anamnesis detallada, un examen fisico
seguido de un examen otologico y examen otoscopico en conjunto con una citologia

auricular (31).

2.3.4. Examen otoldgico

El examen otoldgico se basa en una evaluacién e inspeccion exhaustiva y cuidadosa del
oido con el objetivo de detectar lesiones secundarias, prurito, valorar el grosor, firmeza
y elasticidad de los canales horizontal y vertical asi como la verificacion del dolor a

través de la presién al momento de elevar el pabellén auricular (31).

2.3.5. Examen otoscépico

El otoscopio es el instrumento apropiado para el examen general de los canales auditivo
horizontal y vertical en conjunto con la membrana timpéanica (31). EI examen
otoscépico es de gran importancia para determinar el estado, integridad y descarga
ceruminosa de dichos canales (28) y tiene como objetivo detectar la presencia de
cuerpos extrafios, lesiones, exudados y cambios patologicos (31). En muchos casos
algunos pacientes requieren de sedacién o anestesia profunda por el dolor causado, por
tener el conducto estenosado o debido a la presencia de ambas cosas, lo cual impide la

evaluacion completa y adecuada del oido (32).

2.3.6. Examen citologico

La citologia del conducto auditivo es un metodo de diagnostico complementario
esencial para la monitorizacion del tratamiento a proponerse. Para la obtencion de la
muestra se inserta en el conducto auditivo un hisopo estéril con el objetivo de obtener el
exudado necesario para la evaluacién microscépica pertinente (23).
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2'53.7. Examen citologico de Malassezia spp

El examen de laboratorio de eleccion para identificar Malassezia spp en la clinica diaria
es el examen citoldgico. Este examen consiste en tomar una muestra del area afectada
ya sea con cinta adhesiva o mediante hisopo, para posteriormente tefiir la muestra, lo
que nos permite identificar la presencia de levaduras del patdgeno, que generalmente se
observan como una forma oval con gemacion de base ancha o esférica con gemacion de

base estrecha (33) (34).

2.4. Otitis externa por Malassezia spp.

Las levaduras se consideran una de las causas principales de infecciones del canal
auditivo de las cuales cuatro géneros son comunmente encontrados en la otitis externa,
estos son Malassezia, Candida, Saccharomyces y Rhodotorula. La Malassezia spp. es
parte de la microbiota normal de la piel y membranas mucosas de perros y humanos,
aproximadamente el 50% de perros sanos portan esta levadura en el conducto auditivo
externo (35), sin embargo puede convertirse en un patdgeno oportunista pues los
factores que favorecen la proliferacion de la Malassezia spp., no estan del todo
descritos, no obstante suelen estar relacionados a disturbios en la piel ya sean fisicos o

quimicos o por la intervencion de mecanismos inmunoldgicos (36).

Del total de especies descubiertas la M. pachydermatis, M. furfur y la M. obtusa han
sido identificadas en perros (37). La Malassezia con mayor prevalencia y relevancia en
el desarrollo de otitis externa ha sido la M. pachydermatis con un porcentaje entre el
30% y 80% de los casos presentados en la clinica diaria (35), esta se caracteriza por ser

una levadura lipofilica no lipo-dependiente saprofita (38).

Clinicamente suele observase la presencia de exudado ceruminoso humedo de color
café oscuro, eritema, prurito (36) e inflamacion en todo el pabellén auricular (26).
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'“2"55. Biofilm de Malassezia pachydermatis

El biofilm es un conjunto de microorganismos, que se encuentran adheridos a una
superficie y son patégenos, ya que presentan una alteracion fenotipica y genética es
decir, en la transcripcion de genes, llegando a ser resistentes a los antimicrobianos (39).
El biofilm estd compuesto por un conjunto de bacterias y hongos. De estos ultimos, las
levaduras que se encuentran mas comunmente son: Candida, Cryptococcus,

Trichosporon, Blastoschizomyces, Saccharomyces y Malassezia (40).

El biofilm exclusivamente de Malassezia pachydermatis se ha observado generalmente
en casos de dermatitis seborreica en perros (39). El biofilm de esta levadura esta
compuesto de grupos de blastoconidios, que se encuentran formando una 0 mas capas
de diferente produccién de matriz extracelular, y al igual que con las bacterias, la
formacion de biofilm, provoca la resistencia a antifingicos, esto ocasiona una

ineficiente respuesta al tratamiento, lo que puede agravar el cuadro (40).

Aislados de Malassezia pachydermatis obtenidos de perros, gatos y zorro son
catalogados como fuertes productores de biofilm. Mediante microscopia confocal las

caracteristicas de la biomasa del biofilm son las siguientes: el total de biomasa es de

3, 2 . .
4,11+5,54 pm /um -, tiene un grosor promedio de 23,70+13,10 um, con un espesor
promedio de toda el area de 13,64+15,02 um, un coeficiente de rugosidad de 1,85+0,76

y una relacion de superficie: volumen de 1,94+0,50 umzlpm3 (41).

2.6. Tratamiento de la otitis externa

Existen diferentes sustancias farmacoldgicas y otros que han sido y son usados en la
practica diaria, el protocolo general a llevar a cabo para el tratamiento consiste en utilizar

antimicrobianos para las infecciones, conjuntamente con el uso de antiinflamatorios,
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siendo la terapia tdpica la de eleccion. Los glucocorticoides se usan en un periodo reducido

y ayudan a disminuir el dolor, la hinchazon, y la formacion de biopeliculas (42).

Los antimicrobianos topicos usados son polimixina B, acido fusidico, florfenicol,
gentamicina, enrofloxacina y marbofloxacina (28). Aunque muy aparte de estos
farmacos existen estudios donde se ha realizado experimentacion con otros tratamientos
como una alternativa para disminuir la resistencia a los antimicrobianos como por
ejemplo utilizando aceites esenciales (43), monensina, geles con iluminacién LED e

incluso NAC, todos con resultados favorables (8).

2.7. Escala de valoracién de la otitis externa

La escala OTIS-3 puntua la otitis externa canina de forma significativa, ya que es
sensible al cambio, fiable intra e interobservador, y ayuda a diferenciar oidos sanos de
oidos enfermos. Se basa en calificar 4 diferentes parametros que son: eritema,
edema/hinchazon, erosidn/ulceracion y secrecion, desde el 0 siendo el minimo, hasta 3

siendo el méaximo, y que sumados dan un total de 0 a 12 (44).

2.8. NAC

NAC es un componente derivado del aminoacido L-cisteina y contiene azufre. Su
férmula molecular es HSCH2CH (NHCOCHS3) CO2H con peso molecular de 163.19, es
antecesor del glutation GSH que permite la eliminacion de radicales libres y la unién de
iones metalicos complejos, prescrito como mucolitico con potencial antimicrobiano y
antioxidante, utilizado ampliamente en el tratamiento de la intoxicacion por

acetaminofén en medicina veterinaria (45) (46).
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2.8.1. Farmacocinética

La NAC se administra por diferentes vias. Si se administra via oral se absorbe desde el
conducto gastrointestinal. En cambio al ser administrada por nebulizaciones o via
intratraqueal en los pulmones, en primera instancia va a intervenir en la reaccion
sulfhidrilo-disulfuro, y lo que resta de la molécula serd absorbido, convirtiéndose en
cisteina por la desacetilacién hepética y para continuar con su metabolizacion (47). En
gatos se ha observado una vida media de 1,5 horas, con una absorcion oral del 33% y un

aclaramiento de duracion menor que en los humanos (48).

2.8.2. Mecanismo de accion

La NAC promueve la reduccién de la viscosidad de secreciones, por lo que se usa como
agente mucolitico en enfermedades del ojo y en soluciones bronquiales para
nebulizacion. Al ser un compuesto sulfhidrico incrementa la sintesis de glutation por el
higado, el cual a su vez cumple accion de antioxidante y ayuda en la conjuncion con

metabolitos toxicos (48).

2.8.3. Accion como mucolitico

Su accion mucolitica se debe a su potencial para romper los puentes disulfuro de las
glicoproteinas de alto peso molecular lo que reduce la viscosidad del moco o

secreciones (46).

2.8.4. Accion antimicrobiana

Se conoce que la NAC no es un antibi6tico, sin embargo, se ha demostrado que posee
propiedades antimicrobianas, dado que en un estudio realizado en 1997 se evidencio la

supresion de la formacion de biopeliculas de Staphylococcus epidermidis de la cavidad
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oral, y muchos otros estudios también han evidenciado esta capacidad de eliminacion de

gran cantidad de microorganismos de importancia médica (49).

El mecanismo de accién antimicrobiano, no se conoce con exactitud. Se sabe que la
actividad inhibidora contra microorganismos depende tanto de la dosis como del tamafio
del indculo. Se ha planteado que esta accion se debe a la inhibicion competitiva del
NAC y células bacterianas sobre los aminoacidos como la cisteina, o la interaccion del

grupo sulfhidrilo del NAC vy las proteinas presentes en las bacterias (50).

2.8.5. Accién antibiofilm

La NAC al provocar un desequilibrio en la fisiologia del microorganismo, o un efecto
en la arquitectura de la matriz del biofilm, ya sea por quelacion de calcio, magnesio o
interaccion con otros componentes de la matriz extracelular representa un agente con
potencial antibiofilm (51). Otros autores describen a la NAC como agente con actividad

antibiofilm, debido a que provoca la disminucion de diferentes microorganismos (52).

Si bien, la NAC no demuestra un efecto significativo en el biofilm al utilizarse de forma
aislada, expone su valor en la actividad antifungica para C. albicans., al adicionarse a
un complejo de Ketoconazole: B-ciclodextrina: NAC. Esto debido a que NAC actla en
sinergismo con el Ketoconazole en relacion a la actividad antifungica, y mejora la

solubilidad de este compuesto (53).

Como se detallé con anterioridad el biofilm es producido por un conjunto de bacterias y
hongos. En un estudio se determiné que la terapia combinada, es decir un antibiotico al
que se lo adiciond6 NAC, produjo una disminucién significativa de la viabilidad del

biofilm de S. aureus (54).
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2'58.6. Otros efectos

Como se ha descrito anteriormente en la medicina veterinaria el NAC es ampliamente
utilizado como antidoto en sobredosis de acetaminofén. Es también manejado en el
tratamiento para Ulceras corneales, en enfermedades respiratorias del tracto inferior
como coadyuvante, y se lo considera otoprotector ya que evita la pérdida de audicion

debido a la quimioterapia (55).

Es importante sefialar que existen muchos mas usos y efectos de la NAC que son
estudiados en medicina humana, como antidoto de diferentes toxinas, agente bio-
protector frente al estrés oxidativo y lesidén isquémica, tratamiento de enfermedades
fisicas y mentales, uso como suplemento dietético en atletas, y se conocen también sus

propiedades antiinflamatorias (45).

2.8.7. Regimenes posoldgicos
Perros y gatos

» Antidoto: 140 mg/kg, luego 70 mg/kg cada 4 horas IV o PO en 5 dosis

» Uso topico en soluciones oculares: 2% de solucién topica cada 2 horas.

» Para prevencion de nefropatia por medio de contraste: bolo IV de 17
mg/kg seguido 17 mg/kg/12 horas/48 horas.

» Estrés oxidativo: 50 mg/kg/diluido en solucidn salina por infusion durante 1 hora
(56).

 Inhibicidn del crecimiento bacteriano en OE: la concentracion minima inhibitoria
(CMI) para bacterias como Staphylococcus pseudointermedius, Pseudomosnas
aeruginosa, Corynebacterium spp y Streptococcus spp, es desde 5 mg/ml de NAC
hasta 20 mg/ml de NAC (8).
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* Inhibicion de levaduras en perros: la NAC demostrd inhibicion de todos los
aislados de levaduras de Malassezia pachydermatis a un rango de CMI desde 2500 a

10000 pg/ml (4).
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CAPITULO 3: MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de recoleccion de muestra

El lugar donde se realizé 1a recoleccion de muestras para este experimento fue en la
Clinica de Especialidades “VetPro” ubicada en el canton Cuenca de la provincia del
Azuay, parroquia Huayna Capac en las calles Francisco Moscoso 5-39 y Av. 10 de

agosto (ver figura 1).

Figura 1. Mapa de Cuenca con area de interés sefialada (Google Maps)

3.2. Analisis de muestras

Las muestras fueron analizadas en la Clinica de Especialidades “VetPro” ubicada en el
canton Cuenca de la provincia del Azuay, parroquia Huayna Cépac en las calles

Francisco Moscoso 5-39 y Av. 10 de agosto.

3.3. Tamafo de la muestra

En la presente investigacion se utilizaron 40 perros sin distincion de raza sexo o edad,

estos se dividieron: 20 para el tratamiento testigo y 20 para el tratamiento con
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coadyuvante NAC. Las muestras fueron tomadas a los dias 0, 5, 20 representando un

total de 120 muestras en el estudio, cada uno de los animales corresponde a una unidad
experimental. Al no tratarse de casos de prevalencia y tener una poblacion infinita el

tamafo de la muestra igual o mayor a 40 es estadisticamente representativo.

3.4. Toma de muestras
3.4.1. Materiales fisicos

» Hisopos estériles
» Portaobjetos

» Otoscopio

« Guantes de latex

» Microscopio
3.4.2. Materiales quimicos

» Tincion de Diff-Quick
+ Aceite de inmersion

* OTOFLOGIN®

» Suero fisiolégico

*  FLUIMUCIL 300MG®

3.4.3. Materiales biologicos

» 40 perros independientemente de su edad, raza y/o sexo.
Factores incluyentes

* Perros con otitis unilateral o bilateral

* Perros con recidiva de otitis externa
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» Perros con causas primarias que estuvieron recibiendo tratamiento para las mismas

jE% UNIVERSIDAD DE CUENCA

Factores excluyentes

» Perros agresivos
» Perros que fueron ya tratados para otitis externa

» Perros que necesitaron cirugia (otohematoma)
3.5. Procedimiento
3.5.1. Valoracion en la escala OTIS-3

Paso 1: Se ingresO al paciente a la sala de consulta y se realizd un examen clinico
orientado a problemas (ECOP) para valorar si el paciente presentaba signologia clinica

relacionada a la otitis externa.

Paso 2: Una vez identificado el problema, se clasifico al paciente en la escala de OTIS-
3 mediante el uso del otoscopio. Los pardmetros clinicos que fueron valorados serian:
eritema, edema/inflamacion, erosion/ulceracion y exudado tanto en el canal vertical

como en el canal horizontal del oido.

3.5.2. Toma de muestras y citologia

Paso 1: Los hisopos estériles fueron insertados en el canal auditivo realizando

movimientos circulares para la obtencién de muestra.

Paso 2: Se esparcio la muestra sobre un portaobjetos.

Paso 3: Se realizé la tincién con Diff Quick. Se tifieron las muestras con alcohol
(metanol) al 100% durante 30 segundos, luego se colocaron en la tincion de eosina
durante 30 segundos, y por ultimo fueron colocados otros 30 segundos en la tincién de
tiazina.
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Paso 4: Realizada la tincién se procedio al lavado del portaobjetos con agua destilada y

se dejo secar durante 15 minutos.

Paso 5: Se instalo el portaobjetos en el microscopio y se observé la presencia de
Malassezia spp. Con el lente de 10x y se coloco aceite de inmersion para la observacion

de las mismas con el lente de 100x.

Paso 6: Una vez identificadas las estructuras de la levadura de Malassezia spp., los
pacientes fueron considerados como “infectados” y se procedié a contar la carga de

Malassezia spp., clasificandola de la siguiente forma:

Negativo: 0 células/campo
(+): L a5 células/campo
(++): 6 a 10 células/campo
(+++): 11 a 19 células/campo
(++++): >19 células/ campo

Paso 7: Se elaboro por cada paciente una ficha de registro donde se anot6 la evaluacion

de la poblacion de Malassezia spp.

3.5.3. Tratamientos
Tratamiento control

Paso 1: Se administré 4 ml de solucion salina en el canal auditivo, se masaje0 y limpio
el exceso de humedad con un algodon. Este tratamiento se envio a casa a realizarse una

vez al dia, durante 5 dias.
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F;aso 2: Se repitio del paso 1 al paso 7 de la toma de muestras al dia 5 y al dia 20 para

observar la carga de Malassezia spp. con los tratamientos administrados, exceptuando
que al dia 5 se realizd la administracion del tratamiento antimicrobiano:
OTOFLOGIN®, (Frasco A: Ciprofloxacina 1%, Polimixina B 0,1%, Clotrimazol 1% y
Frasco B: Triamcinolona 0,1%) el cual también se envi6 a casa con una aplicacion de
dos veces al dia durante 15 dias. Se explico al propietario que debia colocar el

contenido de los dos frascos con un intervalo de 5 minutos de diferencia.

El tratamiento antimicrobiano inici6 a los cinco dias porque es el tiempo limite que se da
para retirar el acimulo de biofilm y exudado creado por la Malassezia spp y asi el farmaco
puede penetrar mejor de manera topica, ademas permitio valorar los efectos del NAC de
forma aislada, pues si se colocara un antimicrobiano al mismo tiempo no se podria

identificar si el efecto positivo del tratamiento es debido al NAC o al antimicrobiano.

Su dosificacion dependié del tamafio y peso del paciente, pues se debian seguir las

instrucciones del prospecto.

 Perros raza pequefia: Frasco A: 5 gotas; Frasco B: 2 gotas
» Perros raza mediana: Frasco A: 10 gotas; Frasco B: 4 gotas

» Perros raza grande: Frasco A: 15 gotas; Frasco B: 6 gotas
Tratamiento con NAC

Paso 1: Se administrd una concentracion al 2% de NAC, es decir, 20mg/ml (Iml de
NAC y 4 ml de suero fisiologico) en el canal auditivo se masaje0 y limpio el exceso de
humedad con un algoddn. Este tratamiento se envio a casa a realizarse una vez al dia,

durante 5 dias.
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Paso 2: Se repitié del paso 1 al paso 7 de la toma de muestras al dia 5 y al dia 20 para

observar la carga de Malassezia con los tratamientos administrados, exceptuando que al
dia 5 se realizd la administracion del tratamiento antimicrobiano: OTOFLOGIN®,
(Frasco A: Ciprofloxacina 1%, Polimixina B 0,1%, Clotrimazol 1% y Frasco B:
Triamcinolona 0,1%) el cual también se envio a casa con una aplicacion de dos veces al

dia durante 15 dias siguiendo las mismas indicaciones que en el tratamiento control .

3.6. Analisis estadistico

Las variables estudiadas fueron los tratamientos que corresponden a las variables
independientes, como variable dependiente nominal los resultados de los tratamientos
siendo 1 no recuperado y 2 recuperado. El analisis de datos fue realizado en el programa
SPSS V26, los resultados se muestran mediante medidas de frecuencia absoluta debido
a que el tamafio de cada grupo fue inferior a 30 participantes, ademas se aplica la prueba
Chi cuadrado para establecer diferencia de proporciones entre los niveles de los

pardmetros del OTIS 3y cada grupo.

El anélisis del OTIS 3 general se realizd6 mediante una comparacién de medias con la
prueba estadistica no paramétrica U-Mann Whitney. Para establecer el efecto de la N-
Acetilcisteina se aplico RM ANOVA (Anova de medidas repetidas) y finalmente los
valores absolutos con Chi Cuadrado de Mc Nemar. Se trabajé con una significancia

estadistica del 5% (p<0.05).
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‘ CAPITULO 4: RESULTADOS

4.1. Caracteristicas generales de los pacientes

Tabla 1. Caracteristicas Generales

Control Tratamiento

n n

Oido Izquierdo 6 6

Molestia Oido derecho 1 4
Ambos oidos 13 10

Cronico 18 12

Evolucion del problema  Agudo 2 8
No 6 7

Mal olor Si 14 13
Café oscuro 13 17

Color de secrecion Café amarillento 7 2
Café verdoso 0 1

Fuente (Autoria propia, 2022)

Se investigd a 40 pacientes, 20 pertenecientes al grupo control y 20 al grupo tratamiento,
de ellos 13 pacientes del grupo control y 18 del tratamiento, presentaban un problema

cronico en ambos oidos, mas de la mitad de cada grupo presentaron mal olor y secrecién

de color café oscuro. Ademas, todos presentaron prurito y se encontraban libres

de cualquier tratamiento (Tabla 1).
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4.2. Niveles de otitis

0 Dia5 Dia 20

Vertical derechoHorizontald

Horizontalizquierdo

Vertical derecho
Vertical izquierdo

Vertical izquierdo
Horizontalderecho
Horizontalizquierdo

Vertical derecho

Vertical izquierdo

Horizontalizquierdo
Horizontalderecho

14
m\

m Infectado ™ Sano

Figura 2. Frecuencia de infeccién en el grupo control

Fuente (Autoria propia, 2022)

En la Figura 2, se puede observar la cantidad de pacientes sanos e infectados en cada uno de
los dias evaluados en los conductos verticales y horizontales de cada oido del grupo control.
Se determin6 que mas de la mitad de pacientes del grupo control y del grupo tratamiento

presentaban infeccidn al dia 0 en oido izquierdo (Ol) y en oido derecho (OD).
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Dia5 Dia 20

Horizontalizquierdo

Vertical derecho
Horizontalizquierdo
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Horizontalizquierdo
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Vertical izquierdo
Vertical derecho

Horizontalderecho
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H Infectado ® Sano

Figura 3. Frecuencia de infeccion en el grupo tratamiento

Fuente (Autoria propia, 2022)

Mas de la mitad de pacientes del grupo tratamiento presentaron infeccion en ambos
oidos hasta el dia 5, en base a la puntuacién por la escala OTIS-3. En el dia 20 la

infeccion se reduce a 8 0 9 pacientes (Figura 3).

La Figura 2 y la Figura 3 muestran los niveles de otitis al principio y final del estudio, sin
embargo, en el oido izquierdo de los animales del grupo control los signos de otitis fueron
mucho mas severos que los signos que tuvieron los animales del grupo tratamiento. Por esta
razon el andlisis estadistico comparativo se realiz6 Unicamente en los resultados

recolectados del OD. Esto se explica con mas detalle en el siguiente apartado.
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Figura 4. Frecuencia de infeccion en el grupo control en OD

Fuente (Autoria propia, 2022)

Considerando tnicamente el OD los resultados serian los siguientes para el grupo control

al

(Figura 4). En el grupo control se mantuvo la misma cantidad de pacientes infectados para

los dias 0, 5y 20.

Vertical Horizontal
Dia 20

20
1
1

o 01 O O

Dia 0 Dia 5

® Infectado ™ Sano

Figura 5. Frecuencia de infeccion en el grupo tratamiento en OD

Fuente (Autoria propia, 2022)
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Mas de la mitad de los pacientes del grupo tratamiento se encuentran infectados hasta el
dia 5. Al dia 20 existe disminucion de la cantidad de infectados y un aumento de

pacientes sanos (Figura 5).

4.3. Conducto auditivo vertical

Tabla 2. Evaluacion general del conducto auditivo vertical — Dia 0

Eritema  Inflamacion Ulceracién Secrecion

Oido Nivel

C T C T C T C T
Nada 3 10 3 10 10 20 3 7
Leve 2 5 0 5 4 0 0 2
Izquierdo Moderado 4 4 7 2 6 0 4 4
Severo 11 1 10 3 0 0 13 7
p 15,3(,002*
13,3(,004%*) ) 13,3(,001*) 5,4 (,145)
Nada 7 7 7 8 18 17 7 5
Leve 1 6 6 1 2 2 0 0
Derecho  Moderado 8 4 5 9 0 1 6 10
Severo 4 3 2 2 0 0 7 5
5,0(,168) 4,8 (,189) 1,03(,598) 1,67(,435)

Nota: * p < 0,05 (diferencia significativa). Las medias sin asterisco son consideradas

no significativas

Fuente (Autoria propia, 2022)

En la (Tabla 2) se muestran los niveles en cada una de las caracteristicas de la otitis
(eritema, inflamacidn, ulceracion y secrecion) durante el dia 0, encontrandose una
diferencia significativa en la severidad del eritema, inflamacion, ulceracion, secrecion del
grupo control y del grupo tratamiento. En el grupo control, en las primeras 3 caracteristicas,
los resultados fueron significativamente mas severos al dia 0 en el oido izquierdo,
comparandolos con el grupo tratamiento, mientras que en el oido derecho las caracteristicas
fueron similares en ambos grupos de estudio. Por lo tanto, a partir de aqui, el anlisis

estadistico es realizado Unicamente con el oido derecho, ya que este mantiene
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un mismo numero de pacientes sanos como enfermemos desde el inicio del experimento

entre el grupo Control (C) y Tratamiento (T).

Tabla 3. Evaluacién General del Conductivo auditivo vertical — Dia 5

Eritema Inflamacion Ulceracién Secrecién

Oido Nivel C T C T C T C T
Nada 8 9 9 10 19 19 8 6
Leve 4 6 9 3 1 1 0 7
Moderado 7 4 2 6 0 0 5 7
Derecho  govero 1 10 1 0 0 7 0
p 1,27 6,05 0,00 14,6
(,735) (,109) (1,00) (,002*)

Fuente (Autoria propia, 2022)

Al dia 5, en el oido derecho no se reportaron diferencias significativas en eritema,
inflamacidn y ulceracion, pero si en la secrecion, la que se manifestd hasta un nivel

moderado en el grupo tratamiento (Tabla 3).

Tabla 4. Evaluacion general del conducto auditivo vertical - Dia 20

Eritema Inflamacion Ulceracion Secrecién

Oido Nivel c T C T C T ¢ T
Nada 12 14 14 14 19 20 7 12
Leve 7 5 6 5 0 0 2 6
Moderado 1 1 0 1 1 0 9 1
Derecho
Severo 0 0 O 0 0 0 2 1
0,48 1,09 1,03 10,04
p (,784) (,580) (,311) (,018)

Fuente (Autoria propia, 2022)

Finalmente, en el dia 20, en el oido derecho se encontré que no hubo diferencias
significativas entre el grupo control y el grupo tratamiento en ninguno de los sintomas

(Tabla 4).
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4.4, Conducto auditivo horizontal

Tabla 5. Evaluacion general del conducto auditivo horizontal - Dia 0

Eritema Inflamacion Ulceracion Secrecion

Oido Nivel C T C T C T C T
Nada 7 6 7 7 16 17 7 5
Leve 1 7 4 3 4 2 0 1
Derecho  Moderado 10 4 7 9 0 1 7 9
Severo 2 3 2 1 0 0 6 5

P 7,34(,062) 0,72(,867) 1,69(,428) 1,67(,643)

Fuente (Autoria propia, 2022)

Al realizar el mismo analisis en el conducto horizontal en el dia 0 se present6 un
comportamiento similar al conducto vertical (Tabla 5), sin diferencias significativas entre

el grupo control y el grupo tratamiento.

Tabla 6. Evaluacién general del conducto auditivo horizontal - Dia 5

Eritema Inflamacion Ulceracién Secrecion

Oido Nivel C T C T C T C T
Nada 8 8 8 9 18 19 8 6

Leve 4 7 10 4 2 0 0 8

Derecho Moderado 8 4 2 7 0 1 6 6
Severo 0 1 0 0 0 0 6 0

p 3,15(,369) 5,40(,067) 3,02(,220)  14,28(,003%)

Fuente (Autoria propia, 2022)

Al quinto dia, en el oido derecho no se presentaron diferencias significativas salvo en la
secrecion, pues el grupo control mostrd secrecion en un nivel mas severo que el grupo

tratamiento (Tabla 6).
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Tabla 7. Evaluacion general del conducto auditivo horizontal - Dia 20

Oido Nivel Eritema Inflamacion Ulceracion Secrecion
C T C T C T C T
Nada 12 14 12 16 18 20 7 11
Leve 8 5 8 3 1 0o 2 6
Derecho  Moderado 0 1 0 1 1 0 8 2
Severo 0 0 0 0 0 0 3 1
P 1,84(,397) 3,84(,146) 2,10(,349) 7,48(,058)

Fuente (Autoria propia, 2022)

En el dia 20 se encontrd una similitud en los 4 parametros evaluados entre los dos grupos.
Ninguno de los grupos presentd eritema, inflamacion, ulceracion a un nivel severo y en
secrecion lo presentaron 3 pacientes del grupo control y uno del grupo tratamiento (Tabla

7).

4.5. Otis - 3 General

Tabla 8. Puntuacién general OTIS - 3

Control Tratamiento

Dia / Conducto ] ] U p
auditivo Min Max M DE Min Max M DE

Dia Vertical (D) 50 100 66 1,7 3,0 9,0 58 1,9 1980 0,968
Horizontal

0 (D) 50 90 6,7 13 30 90 57 1,9 1825 0,640

Dia Vertical (D) 30 80 53 14 10 7,0 41 19 1880 0,758
Horizontal

5 (D) 40 70 53 09 20 80 41 1,7 179,0 0,583

Vertical(D) 10 60 33 15 10 6,0 28 1,8 146,55 0,149
Dia Horizontal
20 (D) 10 60 35 15 10 6,0 28 1,7 1435 0,127

Fuente (Autoria propia, 2022)

El instrumento OTIS-3 mide la severidad de otitis en un rango de 0 a 12, implicando que
entre mas proxima a la puntuacion de 12, mas intensa es la infeccién. Se decidié tomar
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como referencia el punto medio de la escala (PM = 6) indicando que aquellos pacientes

que tenian una puntuacién superior a 6, tenian una fuerte infeccion. Los resultados
revelaron una infeccion més fuerte al dia 0. En el dia 5, se observa una ligera disminucion
de puntuacion en el grupo Control y grupo Tratamiento. Al dia 20 se report6 una
disminucion considerable en términos numéricos con respecto a la puntuacion de la otitis

alos dias 0 y 5 (Tabla 8).

4.6. Malassezia spp

Tabla 9. Conteo de Malassezia spp en oido derecho

Corllltrol Tratar:lento X ()
Negativo 0 0
Una cruz 0 4
0 dias Dos cruces 0 3 8,098
Tres cruces 3 2 (p=0,044%*)
Cuatro cruces 10 6
Total 13 15
Negativo 0 2
Una cruz 3 3
5 dias Dos cruces 3 3 1L867
Tres cruces 3 3 (p=760)
Cuatro cruces 4 4
Total 13 15
Negativo 4 8
Una cruz 6 4
20 dias Dos cruces 2 2 1,599
Tres cruces 1 1 (p=0,660)
Cuatro cruces 0 0
Total 13 15

Fuente: (Autoria propia, 2022)

En el oido derecho, no se determinaron diferencias significativas entre los grupos en los
3 tiempos evaluados. Al dia 0 todos los pacientes del grupo control presentaron 3 cruces
0 mé&s, mientras que en el grupo tratamiento los pacientes presentaban entre una 'y 3

cruces. A los 5 dias no se registraron diferencias significativas, y a pesar de que a los 20
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dias la mayoria de pacientes del grupo tratamiento presentaron Malassezia spp negativo no

fue significativamente distinto a lo que presento el grupo control (p>0,005) (Tabla 9).
4.7. Efecto

Tabla 10. Pruebas de efectos intra-sujetos del Conducto Vertical Derecho

Tipo I
de suma Eta
de Media parcial al

Origen cuadrados gl cuadratica F Sig. cuadrado
Tiempo 137,817 2 68,908 33,795 0,000 0,471
Tiempo * 4,550 2 2,275 1,116 0,333 0,029
Grupo
Error(Tiempo) 154,967 76 2,039

Fuente (Autoria propia, 2022)

Se presentd heterocedasticidad de varianza (W=0.862; p= 0.064), lo que indica que
todos los pacientes presentaban comportamientos similares en comparacion al resto del
grupo al que pertenecian. Al analizar el efecto de tiempo trascurrido y la NAC
intrasujetos, se determind que el tiempo explicaba el 47.1% de la varianza de la
puntuacion OTIS-3, y el grupo (NAC) no tenia un efecto, garantizando resultados

controlados en las pruebas de efectos del conducto vertical derecho (Tabla 10).

Tabla 11. Pruebas de efectos inter-sujetos del Conducto vertical derecho

Origen Tslﬁﬁn:al :j(ceje gl Med,ia} F Sig. parI(E:it:I al
cuadrados cuadratica cuadrado
Interseccion 1092,033 1 1092,033 61,952 0,000 0,620
Grupo 4,800 1 4,800 0,272 0,605 0,007
Error 669,833 38 17,627

Fuente (Autoria propia, 2022)
En el andlisis inter-sujetos se determind que la pertenencia al grupo (NAC) no tenia un

efecto sobre los resultados del conducto vertical derecho (Tabla 11).
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Tabla 12. Pruebas de efectos intra-sujetos del Conducto horizontal derecho

Tipo 111
de suma Media Eta
Origen de gl cuadratica F Sig. parcial al
cuadrados cuadrado
Tiempo Esfericidad 130,050 2 65,025 35,165 0,000 0,481
asumida
Tiempo * Esfericidad 5417 2 2,708 1,465 0,238 0,037
Grupo asumida
Error(Tiempo) Esfericidad 140,533 76 1,849
asumida

Fuente (Autoria propia, 2022)

Se presentd heterocedasticidad de varianza (W=0.966; p= 0.531), lo que indica que

todos los pacientes presentaban comportamientos similares en comparacion al resto del

grupo al que pertenecian. Al analizar el efecto de tiempo trascurrido y la N-

Acetilcisteina intrasujetos, se determind que el tiempo explicaba el 48.1% de la varianza

de la puntuacion OTIS-3, y el grupo (NAC) no tenia un efecto, garantizando resultados

controlados en las pruebas de efectos del conducto vertical derecho (Tabla 12).

Tabla 13. Pruebas de efectos inter-sujetos del Conducto horizontal derecho

Tipo 111 de Eta
suma de Media parcial al
Origen cuadrados gl cuadratica F Sig. cuadrado
Interseccion ~ 1116,300 1 1116,300 64,353 0,000 0,629
Grupo 6,533 1 6,533 0,377 0,543 0,010
Error 659,167 38 17,346

Fuente (Autoria propia, 2022)

En el analisis inter-sujetos se determind que la pertenencia al grupo (N-Acetilcisteina)

no tenia un efecto sobre los resultados del conducto horizontal derecho (Tabla 13).
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Los resultados presentados con anterioridad demuestran que la N-Acetilcisteina por si

misma, se ve influenciada por el tiempo, es decir, mientras se use NAC en un tiempo mas

prolongado, se van a observar mejores resultados.

4.8. Recuperacion

No se reportaron cambios en el grupo control en las comparaciones realizadas entre el dia

0y los dias 5y 20 (p <0.05) En el grupo tratamiento se revel6 una diferencia significativa

entre el dia 0 y el dia 20 en el conducto vertical derecho, asi como en el conducto

horizontal derecho, pues mas de la mitad de pacientes que en un inicio estaban enfermos

a los 20 dias estaban sanos (Tablas 14 y 15).

Tabla 14. Conducto vertical derecho (antes y después)

Estado VD5 Estado VD20
Estado VDO Sano Enfermo Sano  Enfermo
X (p) X (p)
n n n n
Sano 3 0 3 0
Control Enfermo 1 16 1,000 0 17 1,000
Tratamiento Sano 5 0 1,000 5 0 *0,031
Enfermo 1 14 6 9
Fuente (Autoria propia, 2022)
Tabla 15. Conducto horizontal derecho (antes y después)
Estado HD5 Estado HD20
Estado HDO Sano Enfermo Sano Enfermo
- . X(p) —, - X (p)
Sano 7 0 7 0
Control Enfermo 1 12 1,000 0 13 1,000
Tratamiento Sano 5 0 1,000 5 0 *0,031
Enfermo 1 14 6 9
Fuente (Autoria propia, 2022)
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Figura 6. Pacientes de oido derecho recuperados y no recuperados
Fuente (Autoria propia, 2022)

Para identificar la cantidad de pacientes recuperados se consideraron Unicamente
aquellos que tenian infeccién en el oido derecho, en el grupo control fueron 13
pacientes evaluados en total, mientras que el grupo tratamiento fueron 15, identificando
un total de 28 pacientes con las caracteristicas validas para el experimento. Al finalizar

el experimento fueron 6 pacientes del grupo control y 9 del grupo tratamiento los que

mejoraron sin registrar una diferencia significativa (X2= 0.537; p = 0.464).

Si bien, dentro de los resultados obtenidos a partir de los objetivos planteados no se
describe la citologia en relacion a la carga bacteriana, en la practica se pudo observar
que algunos pacientes que fueron tratados con suero fisioldgico (Grupo Control), al dia
5 de la evaluacion microscépica, demostraron presencia de bacterias en gran cantidad,

reconocidas como Streptococcus spp., (Anexo 8-Lula, Doggy, Brando, Nieves).
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CAPITULO 5: DISCUSION

La otitis externa es una de las patologias mas comunes en la clinica diaria de pequefias
especies, la cual puede verse afectada por causas primarias, causas secundarias, factores

perpetuantes, y/o factores predisponentes.

En nuestra investigacion evidenciamos que a pesar de que un mismo paciente presente
otitis unilateral o bilateral, cada oido puede considerarse una unidad experimental, esto
debido a que el oido izquierdo (Ol) y oido derecho (OD) mostraron diferencias
significativas al inicio del experimento. Resultados similares obtuvieron Oliveira et al
(57), al estudiar 50 pacientes con otitis bilateral en el cual concluyeron basandose en los
signos clinicos y los aislados de microorganismos que cada oido se comporta como una

unidad independiente.

El aislamiento de microorganismos del conducto auditivo externo en perros, no
necesariamente indica un proceso infeccioso pues algunos de estos pueden ser
considerados saprofitos del microambiente en el que se encuentran. Estudios realizados
por Girdo et al (58) demostraron que, perros con baja carga de Malassezia
pachydermatis (uno a cinco células) mediante citologia en perros sanos sin
sintomatologia no demuestran una diferencia significativa (p=>0.005) en la parte
clinica, no obstante en nuestra investigacion realizada con la misma clasificacion de
células junto con la escala OTIS - 3 al primer dia existieron perros con otitis externa con
sintomatologia que fueron tratados con NAC y antimicrobianos esto depende del
criterio médico con el que se examine fisicamente al paciente y con las condiciones

clinicas con las que llegue a la consulta médica.

En nuestro estudio, dentro de la clasificacion de la escala OTIS-3 el pardmetro con mayor
relevancia fue el de exudado que, al a analizarlo a nivel citoldgico se podia evidenciar el
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biofilm formado de hongos. El biofilm de Malassezia spp obtenido en la investigacion

demostré cambios similares a la que encontraron Santos et al (7) en el acimulo de biofilm
de Candida albicans in vitro. Esta relacion posiblemente se debe a que la NAC actla contra

los &cidos grasos propios de la Malassezia, principalmente el &cido palmitico (59).

Chan et al (4) demostraron que el uso de NAC in vitro a una concentracion minima
inhibitoria de 2500 a 10000 upg/ml fue efectivo contra el aislamiento de levaduras de
Malassezia spp. En nuestro estudio, realizado con una concentracion minima inhibitoria
de 20000 pg/ml in vivo de manera topica los resultados fueron igualmente satisfactorios
en la disminucion de pelicula de biofilm formada por las levaduras presentes en el oido
externo. Es probable que esto se diera debido principalmente a la accion inhibitoria y
oxidativa de la NAC ante de la secrecion de la enzima hialuronidasa, proteasa y

fosfolipasa (60).

El efecto de la NAC en relacién al tiempo de uso como coadyuvante demostrd en nuestra
investigacion una disminucion de dias en el proceso de recuperacién de perros tratados de
manera tdpica, especificamente a un total de 20 dias. Estudios realizados in vitro para el
tratamiento de Candida albicans demostraron la recesion de las cepas a las 48 horas de usar
NAC como tratamiento, esto relacionandolo a la densidad Optica que presente el patdgeno
(7). Autores como Parmar et al (61) trataron pacientes con terapia tépica (0.2

% é&cido acético y 0.3% fenoxietanol) una vez al dia y medicacidn oral dos veces al dia,
recuperandose aproximadamente a los 30 dias, presuntamente por la cronicidad y la

recidiva del paciente o a la resistencia microbiana.

En nuestro estudio utilizamos una cantidad de 20 mg/ml de NAC es posible que factores
como la concentracion y el tiempo de exposicion del biofilm y los microorganismos

expliquen la razén de que al dia 20, no hayan existido diferencias significativas en los
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pardmetros evaluados en la escala OTIS-3 y el conteo de Malassezia spp, entre el grupo

control y el grupo tratamiento. Santos et al (7), al usar NAC en aislados de Candida
susceptible y resistente, demostraron que la inhibicion de ambas cepas se realiza a una
CMI de 25 mg/ml a las 24 y 48 h. A 50 mg/ml y 100 mg/ml expusieron una
disminucion del biofilm, sin embargo, a una concentracion de 12,5 mg/ml observaron
un aumento del biofilm. Complementando el estudio realizado por Callioglu et al (62)
demostré que el uso de NAC en otitis media de ratas a una concentracion de 0,5 mg/ml
no produce un efecto positivo en la formacion de biofilms, ni en la signologia

presentada como supuracion, fibrosis y extension de la infeccion.

Lo que se observo en casos de pacientes tratados en el grupo control, con un aumento de
carga bacteriana coincide con un estudio en el que se evalu6 la capacidad antiséptica de
varias soluciones en injerto vascular, en donde el grupo control (suero fisioldgico),
presentd un aumento numérico en el nimero de colonias de Staphylococcus aureus, es
decir que el suero fisiolégico es capaz de provocar un aumento de colonias

bacterianas.(63).
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' CAPITULO 6: CONCLUSIONES

» Se establecié que la NAC funciona como coadyuvante fungistatico al momento de
utilizarlo como removedor de biofilm en las secreciones de otitis externas causadas
por Malassezia spp., en perros.

» Laescala OTIS-3 permiti6 clasificar a los pacientes recuperados de los no recuperados
de manera macroscopica al dia 20 mediante sus parametros establecidos.

« Existe una diferencia significativa en la cantidad de pacientes recuperados del
conducto auditivo derecho tratados con NAC en comparacion a los pacientes

tratados con suero fisioldgico.
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! CAPITULO 7: RECOMENDACIONES

» Realizar seguimientos a pacientes tratados con NAC para comprobar
la existencia de recidivas en el tratamiento.

» Realizar cultivos microbianos de hongos y bacterias de las otitis encontradas y
demostrar la actividad a nivel celular que ejerce in vitro la NAC.

» Unificar el conducto auditivo horizontal y vertical derecho e izquierdo y tomarlo

como una sola muestra para la evaluacion otoscépica en estudios futuros.

Diana Gonzalez y Paulina Rodas
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CAPITULO 9: ANEXOS

Anexo 1. Hoja de Campo (Ficha de Registro)

NO DE FICHA

CARACTER
NOMBRE

Inquieto []
RAZA Docil

SEXO Agresivo [ |

EDAD Nervioso I:I

NOMBRE DEL
PROPIETARIO

DIRECCION

TELEFONO

NO DE

CEDULA

MOTIVO DE
CONSULTA

ANAMNESIS
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¢Presenta molestias en ambas orejas?

sif] soLoop [ soLoor []
Fecha (edad) en que not6 por primera vez el problema

Inicio  Stbito L]  Lento []

¢ Tiene picazén?

Si |:| NO |:| 1-10:

¢ Tiene mal olor?

Sl |:| NOD

¢ De qué color es la secrecion?

Café oscuro |:| Café claro |:| Café amarillento |:|

Actualmente ¢ recibe algun tratamiento?

si [] Nno [

¢Ha tenido alguna enfermedad?

si[] NO []

¢, Conoce su diagndstico?

ESCALA OTIS -3 PUNTUACION (0-3)
CA%ND[?.[I.J IC\:/-BO CONDUCTO
ALTERACIONES HORIZONTAL AUDITIVO VERTICAL
DERECHO DERECHO
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ERITEMA

EDEMA/INFLAMACION

EROSION/ULCERACION

SECRECION

PUNTUACION TOTAL

-
dﬁ UNIVERSIDAD DE CUENCA

[ ) .-"l

ESCALA OTIS -3

PUNTUACION (0-3)

CONDUCTO CONDUCTO
HORIZONTAL AUDITIVO VERTICAL
ALTERACIONES IZOQUIERDO IZQUIERDO
1 2 0 1 2 3
ERITEMA
EDEMA/INFLAMACION
EROSION/ULCERACION
SECRECION
PUNTUACION TOTAL
0: nada, 1: leve, 2: moderado, 3: severo
CONTEO DE MALASSEZIA/CAMPO
69

Diana Gonzalez y Paulina Rodas




CITOLOGIA

. CANAL AUDITIVO
Et UNIVIRSIDAD DPEBE_ EgH ©

CANAL AUDITIVO
IZQUIERDO

DIAO

DIAS

DIA 20

PUNTUACION
TOTAL

Negativo: 0 células/campo
(+): 1 a5 células/campo
(++): 6 a 10 células/campo
(+++): 11 a 19 células/campo

(++++): >19 células/ campo

Fecha Observaciones
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Anexo 2. Fotografias de oidos de pacientes

Anexo 4. Toma de muestra
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Anexo 5. Tincién de las muestras con Diff-Quick
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Anexo 7. Citologias de pacientes tratados con NAC de oido izquierdo, oido derecho o ambos

DUQUE- GOLDEN RETRIEVER

_."
r .
| .l-,

OIDO I1IZQUIERDO- DIA 0 OIDO IZQUIERDO- DIA 5 OIDO IZQUIERDO- DIA 20
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MIA-FRENCH POODLE

OIDO IZQUIERDO-DIA 0
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OIDO IZQUIERDO-DIA 5

OIDO IZQUIERDO-DIA 20
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OIDO DERECHO-DIA 0
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OIDO DERECHO- DIA 5

OIDO DERECHO- DIA 20
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SVEN- HUSKY SIBERIANO

OIDO IZQUIERO- DIA O

Diana Gonzalez y Paulina Rodas

OIDO IZQUIERDO- DIA 5

OIDO IZQUIERDO- DIA 20
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TEQUILA- MESTIZA

OIDO IZQUIERDO-DIA 0
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OIDO IZQUIERDO-DIA 5

OIDO IZQUIERDO-DIA 20
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OIDO DERECHO-DIA 0 OIDO DERECHO- DIA S OIDO DERECHO- DIA 20
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OIDO IZQUIERDO- DIA O OIDO IZQUIERDO- DIA 5 OIDO 1IZQUIERDO- DIA 20
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CHAVO-MESTIZO

OIDO DERECHO-DIA O
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OIDO DERECHO-DIA 5

4

OIDO DERECHO- DIA 20
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OIDO DERECHO- DIA 5

OIDO DERECHO- DIA 20
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OIDO IZQUIERDO- DIA 0
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OIDO IZQUIERDO- DIA 5

OIDO IZQUIERDO- DIA 20
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BRAD PITT-SHITZU
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OIDO DERECHO- DIA 20
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CHIQUITA-MESTIZA

OIDO DERECHO-DIA O OIDO DERECHO- DIA 5 OIDO DERECHO- DIA 20
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»
a My
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Anexo 8. Citologias de pacientes tratados con suero fisiologico oido izquierdo, oido derecho o ambos

BRANDO Ol D0-D5

OIDO IZQUIERDO- DIA 0 OIDO IZQUIERDO- DIA 5 OIDO 1ZQUIERDO-DIA 20
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