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RESUMEN

El manejo terapéutico de patologias oculares se basa en el uso oportuno de antibidticos, para
evitar efectos irreversibles que perjudique al globo ocular. Actualmente, se ha identificado a
S. pseudintermedius como la bacteria oportunista mas prevalente en el microbioma normal
de la conjuntiva y cornea de perros sanos. Por lo que representa una amenaza para el
tratamiento efectivo de infecciones oculares, debido a la capacidad evolutiva de sus cepas,
que adquieren caracteristicas genéticas de resistencia antimicrobiana.

La identificacion del gen de resistencia mecA de S. pseudintermedius permite comprender la
existencia de poblaciones resistentes a meticilina en caninos sanos y generar estrategias para
el uso responsable de antibidticos. El objetivo de esta investigacion fue identificar a estas
bacterias mediante la secuenciacion del gen spsJ para S. pseudintermedius y gen de
resistencia mecA por técnica de PCR Nested en muestras obtenidas de 86 hisopados corneales
de perros sanos de la ciudad de Riobamba.

Ademas, se investigd si existe relacion entre la produccion lacrimal y la conformacion del
créneo, con presencia de la bacteria. Para el analisis de datos se describieron frecuencias y
asociaciones mediante pruebas de Chi2. Se determind que el 33% de las muestras fueron S.
pseudointermedius, y el 5% del total de muestras tiene el gen de resistencia mecA. No se
determiné un efecto asociativo con la produccién lagrimal, edad, sexo o estado reproductivo,
aunque se hallaron indicios de una mayor probabilidad de hallazgo de esta bacteria en
animales braquiocefalicos. Estos datos se tornan relevantes en la toma decisiones médicas
oportunas en patologias oculares y sirven para prevenir infecciones, aporta a la base de datos
mundial y local sobre resistencia microbiana. Este trabajo corresponde a los primeros

estudios realizados en el Ecuador y el primero en el microbioma ocular canino.

PALABRAS CLAVES: Microbioma corneal, Resistencia Bacteriana, Braquiocefalico,
PCR Nested,



ABSTRACT

The therapeutic management of ocular pathologies is based on the timely use of antibiotics
to prevent irreversible effects that harms the ocular globe. Currently, It has been identified to
S. pseudintermedius as an opportunistic bacterium that prevails in the normal microbiome of
healthy dogs’conjunctiva and cornea. As a result of which poses a threat to the effective
treatment of eye infections due to the evolutionary capacity of its strains, which acquires

genetic characteristics of antimicrobial resistance.

The identification of the mecA resistance gene in S. pseudintermedius allows understanding
the existence of methicillin-resistant populations in healthy dogs, and developing strategies
for the responsible use of antibiotics. The objective of this research was to identify these
bacteria, through the sequencing of the spsJ gene in S. pseudintermedius and the mecA
resistance gene, using the Nested PCR technique. Samples were obtained from 86 corneal

swabs in healthy dogs from Riobamba city.

Moreover, the study focused on determining whether there is a relation between the lacrimal
production and the skull shape with the presence of the bacterium. For the data analysis,
frequencies and associations were described by using Chi-square test. Thirthy-three percent
of the samples were determined to be S. pseudointermedius, and five percent of the total
samples have the mecA resistance gene. It did not determine an associative effect due to
lacrimal production, age, sex or reproductive status, although there was some evidence that
exists a greater likelihood of finding these bacteria in brachycephalic animals. These data
become significant for timely medical decision-making in ocular pathologies and contribute
to prevent infections as well as to enrich the global and local database on bacterial resistance.
This is one of the first study took place in Ecuador and the first one done in canine ocular

microbiome.

KEY WORDS: Corneal Microbiome, Bacterial Resistance, Brachiocephalic, PCR Nested,
S. pseudointermedius.



iNDICE

PENSAMIENTO ...ttt bbbttt en e 1
DEDICATORIA ettt e e b e e e s s bbb e e e s abb b e e e e e tbbeeeeanes 2
AGRADECIMIENTOS ...ttt 3
RESPONSABILIDAD DE AUTORIA ......ooiiiitiieeeeee ettt 4
REPORTE DE SIMILITUD ....coiiiiiiiiiiiii ettt e 5
CERTIFICACION DEL TUTOR ..ottt 6
CESION DE DERECHOS DE AUTORIA.......coiiiiiiiiiieeeisisieisisieieee e 7
RESUMEN......c ettt ettt et et e et e e bt e e sabe e e sbe e e e ebreeanbeeennaeaan 8
ABSTRACT ..ttt ettt et e e anane s 9
INDICE DE TABLAS ..ottt ettt en ettt en e esesenn s 13
INDICE DE FIGURAS ......ooouitiieieieteteeeeeeeeeees et en sttt es st sennans 14
INDICE DE GRAFICOS .....cvoiiiiiiiieiiteeseest ettt 14
INDICE DE ANEXOS......ooutiiiemtiieiesssiiseees ettt 16
INTRODUCCION ...ttt 17
(@] o] 1= (1Yo J =11 T - | PSS 19
ODbjJEtiVOS BSPECITICOS ... .veeiiiieie ettt esree e 19
CAPITULO 1: MARCO TEORICO ..ottt 20
1.1 ANGOMIA OCUIAN ..ottt e 20
I - Vo o [0 PO P PP OPR TP 21
112 CONJUNLIVA....ueiiiiie ittt et e e et e e bt a e e tr e e saaaesbeee e 22
1.1.3 Sistema lagrimal y nasolagrimal...........c.cccoveiiiiiiniiiiec e 22
1.1.4 COrNEA Y ESCIEIA ...ttt 24

1.2 MICrobioma OCUIAN ........c.coviiiiiiiie et 25
1.3 Resistencia al AntiDIOtICO ........covviviiiiiiicie e 27
1.3.1 Resistencia a Dicloxacilina y OXacilina ............cccceevviiieniiniiiieiieee e 29
1.3.2 Resistencia a MetiCilinas...........cccoovvriiiiiiiiiiiinici e 30

1.4 Farmacologia ocular y terapeutiCa............cceervreieeneeiee e 30
1.4.1 Rutas de adminiStraCion ............coiriiiiriiniiiesise et 31

10



1.4.2 Seleccion y administracion de antibiGtiCoS..........ccoevveieerveniieieee e 32

1.4.3 Seleccion de ANtiDIGLICOS. .........coiiiiiiiiiiiiieireee s 33
1.4.6 Uso de las Meticilinas en Veterinaria............cococvoieeeiiieeiiee e 36
1.5 Enfermedades Oftalmol0giCcas €N PEITOS .........cccvevviiveeiieiieiie e ectr e 36
1.5.1 Signos de Enfermedades Oftalmoldgicas en Caninos ...........ccccevververeiiinnenne 37
1.5.2 Enfermedades Oftalmoldgicas en perros causadas por Staphylococcus............ 37
1.6 StaphylOCOCCUS SPP. «.uvvieiriiiiiiie ittt eitt ettt e st saae e e e e e aee e e 38
1.6.1 Identificacion de Staphylococcus pseudointermedius ............ccovvveiiieiieiiieennens 40
L7 GBI MECA. i 41
1.7.1 Identificacion del gen mecA mediante PCR.........cccocciiienieniiiiciie e 42
1.8  Diagndstico de enfermedades OCUIAIES ............ccvevureiueeiieiieeie et 42
1.8.1 Testde SChirmer tip0 L .....coiiviieeie e 43
1.9 Razas predisponentes a Enfermedades Oftalmoldgicas ............cccceevviiienieninenne 44
1.9.1 Enfermedades Oculares en Animales Braquiocefalicos ...........c.ccovvrviiinenne. 44
1.9.2 Enfermedades Oculares en Animales no braquiocefalicos ............cccoccvvvvenrnne 44
CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS........coviieeeeieieeeeeeseeeeeeeese e 46
2.1 TIPO A8 ESTUTIO. ..o 46
2.2 Paradigma de 1a INVESTIGACION ........eiiieiieieeiiecice et 46
2.3 UDICACION ...t 46
2.4 PobIacion de EStUTIO. .........cccuiiiieiiiirieie st 48
2.5 MALETIAIES. ...ttt e e e 48
2.6 Variables de ESTUTIO .......co.oiiiieiiiiiicee e 49
2.7 ProCEAIMIBNTO......uiiiieiieitee ettt bbbt 52
2.8 TECNICa dE SECUBNCIACION. ... .eivievietisiieiie ettt bbb 52
2.9 Deteccion molecular para gen de resistencia MECA .......cocvvivveieereeieeiee e e 55
2.10 ANALISIS EStAUISTICO. ......vevveieiieiciieie s 56
CAPITULO 3. RESULTADOS ...ttt 57
3.1 ANAlisis de 1aS frECUBNCIAS. ... ...uveeeeeieeiieie ettt et 57



3.2 Relacion de la presencia de Staphylococcus pseudintermedius con la Variables de
ESTUAIO ... 59

3.3 Anélisis de la relacién de Staphylococcus pseudintermedius con la Conformacion del
(0T 13T TSSO PP SRP 64

3.4 Anélisis de la asociacion de S. pseudintermedius con la produccion lacrimal........... 65

3.5. Relacion de la presencia de Staphylococcus pseudintermedius resistente (Gen mecA)

con la produccién lacrimal y la Conformacion del Craneo. .........cccccooevevveniiieeiiinennene 68
CAPITULO 4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS .......ccoiviieiieeiiseesiieeeeieseesnsenns 70
CONCLUSIONES ..ottt ettt sb bbbt nae s 74
RECOMENDACIONES ..ottt 75
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt 76
AINEXOS ...ttt bbb bbb bbbttt 86

Anexo 1. Algoritmo de identificacion de StaphylocoCCUS SPP.......ccvevvviiieiiiiiieiieeiens 86

ANEX0 2. DAt0S PAra MUESTIBO......eeiiiiiiiiieeiitie ettt e et e e sibb e e e s sibreee s 88

Anexo 3. Ficha de examen oftalmolOgiCo ..........cooovviiiiiiiie e 89

Anexo 4. Protocolo de PCR para deteccion del gen mecA en aislamientos de

StAPNYIOCOCCUS SPP.cuvreeieiieeiiiie ettt e e e et e et e e st e e e tb e e sbeaesrbae s 91

12



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. MaterialeS Y EQUIPOS .....ccuviiuiiiiieiiiiie sttt 49
Tabla 2. Variables INdependientes ...........cccuoiiiiiiiiiiieiee e 49
Tabla 3 Variables DEPENTIENTES. ........ccoiiiiiiie ettt 50
Tabla 4 Variables INtEerviNIENTES ........cccoiiiiiiiii e 51
Tabla 5 Identificacion fenotipica de 1as colONIas .............cccevverieiinin i 54
Tabla 6 Identificacion bioguimica de Staphylococcus spp. Catalasa positivos .................. 55

Tabla 7 Analisis de la produccion Lagrimal en relacién a la Posicion Anatdmica del Ojo. 66

Tabla 8 Analisis de la produccion Lacrimal en Relacion al SeXo. .........cccoovvevveveeiieninenn, 67
Tabla 9 Analisis de la produccion Lacrimal en Relacion a la Esterilizacion. ..................... 67
Tabla 10 Andlisis de la produccion Lacrimal del Ojo en Relacion a la Edad...................... 67

Tabla 11 Analisis de la produccion Lacrimal del Ojo en Relacion a los casos de
SEAPNYIOCOCUCUS ... ettt sttt e e ne e e nee e e enteenneenneas 69

Tabla 12 Andlisis de la produccidn Lacrimal del Ojo en Relacion a la Conformacion Craneal.

13



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.

INDICE DE FIGURAS

Anatomia del globo ocular Canino...........ccccveviiiienii i 20
Anatomia Ocular-Estructuras anatémicas internas del 0jo............c..cccevveee. 21
Pelicula 1agrimal ..........ccooiiiiieiie e 23
Vias de administracion de farmacos en Oftalmologia..............ccccovvveiiiieens 32
Clasificacion de antibidticos oftalmicos COMUNES .......ccooevverieieieiiiieins 33
Ubicacion espacial de LABIGEN.........cccoviiiiinieiieiieie e 47
Ubicacion espacial de Riobamba-Chimborazo............cccccevevveiiiiie e, 47

Amplificacion especifica del gen mecA en muestras obtenidas de

Staphylococcus pseudintermedius, previamente identificados en cada individuo, mediante
electroforesis €N gel AgAr0Sa. .......ccviiiiiie it 58

iINDICE DE GRAFICOS

Grafico 1 Presencia de Staphylococcus pseudintermedius en 86 muestras de caninos sanos.



Grafico 2 Presencia del Gen mecA, dentro de las muestras totales en caninos sanos........... 58
Gréfico 3 Presencia del Gen mecA, dentro de muestras positivas para Staphylococcus
PSEUdINErMEMIUS €N CANINOS ......veeiveeeiieeieeieeeeesteeareeseeeeeeeeeeeeteeeeesseeaneeaseeaneeaaeeeeens 59
Gréfico 4 Presencia de Staphylococcus pseudintermedius en la poblacién de caninos sanos.
......................................................................................... iError! Marcador no definido.
Grafico 5 Asociacion de la Presencia de Staphylococcus pseudintermedius con la Ubicacién
de 105 OJ0S del CANINO. ...eciuviiiiiieiii ettt e e et e e sbaaeabee e 60
Grafico 6 Distribucion de Casos Resistentes a Meticilina (Gen mecA) en base a la ubicacion
de 105 Oj0S del CANIND. .....oivviiiiiiieie et 60
Grafico 7 Asociacion de la Prevalencia de Staphylococcus pseudintermedius con el sexo del
CANINO. .ttt e 61
Gréafico 9 Asociacion de la Prevalencia de Staphylococcus pseudintermedius con la
esterilizacion del CanINO. ..........oooiiieeiec e 62
Gréfico 10 Distribucion de Casos Resistentes a Meticilina (Gen mecA) en relacion la
esterilizacion del Canino. ..........ccocvvviiivveie e iError! Marcador no definido.
Gréafico 11 Asociacion de la Prevalencia de Staphylococcus pseudintermedius con la
esterilizacion del CANINO. ..........coviiiiiiiiie e 63
Gréafico 12 Distribucién de Casos Resistentes a Meticilina (Gen mecA) en relacion al Grupo
ELANIO. ©vveeiiiiiiee e iError! Marcador no definido.
Grafico 13 Asociacion de la Prevalencia de Staphylococcus pseudintermedius con la
Conformacion del CrANEO. .........covriiiiiiir ettt 64
Grafico 14 Distribucion de Casos Resistentes a Meticilina (Gen mecA) en relacion a la
Conformacion el CrANEO. .........cc.eiiiieieiiieee et 65
Grafico 15 Asociacion de la Prevalencia de Staphylococcus pseudintermedius con la
ProducCion LACIMAL. ......coeiuiiiiiiieie i 66
Gréfico 16 Distribucion de Casos Resistentes a Meticilina (Gen mecA) en relacion a la
produccion Lacrimal. .........ccooovviiiiiiiieeeee e iError! Marcador no definido.

Gréfico 17 Distribucion de la Correlacion (r) entre Edad y produccion Lacrimal. ............. 68

15



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Algoritmo de identificacion de Staphylococcus spp.iError!  Marcador no
definido.

Anexo 2. Datos para MUESEre0...........cocvvvvrveeiriveennneenene iError! Marcador no definido.
Anexo 3. Ficha de examen oftalmoldgico .............c......... iError! Marcador no definido.

Anexo 4. Protocolo de PCR para deteccion del gen mecA en aislamientos de

StaphylOCOCCUS SPP..cvvvieiiiiiiiie et iError! Marcador no definido.

16



INTRODUCCION

En la actualidad, los Médicos Veterinarios enfrentamos casos clinicos oftalmoldgicos que se
tornan cada vez mas desafiantes y no ceden a tratamientos convencionales. En algunos casos
requiere de exdmenes complementarios como cultivos y antibiogramas e incluso
identificacion mas precisa de sus genes por medio de técnicas moleculares como el PCR para

tener éxito, sobre todo si los microrganismos que los afecta son bacterias multirresistentes.

El estudio del microbioma ocular es importante para comprender que las alteraciones de las
mismas, pueden generar enfermedades como queratitis ulcerativas, conjuntivitis, blefaritis,
meibomitis, entre otras (Verstappen, y otros, 2017). A manera general el microbioma consta
de Actinobacteria, Proteobacteria y Firmicutes que mantienen su equilibrio y coexisten de
forma normal en el medio ocular. Estos microorganismos son responsables de algunos
trastornos que provocan inflamacion corneal y otras afecciones oculares inflamatorias como

conjuntivitis y meibomitis (Ju Lee, et al., 2022; Gelatt, 2021).

Los S. pseudintermedius son bacterias que forman parte del microbioma normal de piel,
tracto respiratorio, urogenital, digestivo en varias especies de mamiferos, aves y el hombre y
también estan presentes en el microbioma ocular, mismas que pueden actuar como patégenos
oportunistas y provocar infecciones en los ojos (Cosmin et al. 2021; Diana, Ciuffo, and Musto
2019; Giacoboni and Gagetti 2020; Gordillo 2010)

Asi mismo, se ha observado que las bacterias del género Staphylococcus son las mas
prevalentes, siendo S. pseudintermedius la especie mas aislada en perros sanos (Furiani et
al., 2011; Prado et al., 2005). Por otro lado, de las enfermedades oculares mas comunes se ha
identificado que entre las especies de Staphylococcus spp., S. pseudintermedius es la mas

predominante, seguida de Staphylococcus aureus (Cosmin et al., 2021).

Por lo tanto, es importante estudiar estas bacterias (Staphylococcus spp.), en animales sanos
dado el caso que aparezca un desequilibrio, estas son las principales oportunistas para causar
afeccidn, y sobre todo pueden tornarse resistentes a los antimicrobianos.

Los S. pseudintermedius son bacterias consideradas como zoonéticas, y pueden causar
infecciones en humanos de manera esporadica (Giacoboni and Gagetti 2020). Se han
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reportado aislamientos de cepas de S. pseudintermedius meticilino resistente (MRSP), por lo
tanto los caninos, son considerados reservorios de genes de resistencia a antimicrobianos,
atribuidos a la presencia del gen mecA, que esta localizado en un elemento genético movil
llamado SCCmec y el cual codifica, la proteina PBP que tiene, baja afinidad por los B-
lactdmicos, proporcionando la capacidad de resistencia a antimicrobianos (Diana et al. 2019)

La poblacion de Staphylococcus no ha sido estudiada en detalle, se conoce que S.
pseudintermedius pertenece a otras especies como S. intermedio y S. delphini, del grupo SIG,
de hecho antes se entendia que eran la misma especie. Cuando empezaron a identificar a los
Staphylococcus coagulasa positivos en perros, se dieron cuenta que la identificacion
bioquimica no era suficiente para diferenciar entre S. intermedio y S. aureus, clasificandolos

como S. intermedius segun la especie huésped.

Desde entonces los enfoques para el analisis de identificacidn se concentraron en buscar la
secuencia parcial de genes como tuf o 16s Rrna y los genes sodA, hsp60 y spsJ para
identificarlos de manera confiable. Actualmente para su correcta identificacion se realiza por
medio de secuencia completas del geneoma de S. pseudintermedius, siendo un trabajo mas
arduo, costoso y complejo. Mediante este estudio se identifico la secuencia especifica para
S. pseudintermedius (300 y 500 nt) situadas en el gen spsJ (Verstappen et al. 2017). Mismos

que fueron usados para su acertada identificacion en esta investigacion.

La microbiota y las enfermedades oculares, son poco estudiadas a nivel mundial y en el
Ecuador son muy pocos los estudios que se encargan de identificarlas. El proposito de esta
investigacion fue identificar la presencia de Staphylococcus pseudintermedius y dentro de
estas el Gen de resistencia mecA por medio de PCR procedentes de muestras obtenidas de 86
hisopados corneales de perros sanos de la ciudad de Riobamba, provincia de Chimborazo,
para comprender el estado de salud ocular de los animales sanos, aplicando el test de
Schirmer tipo 1 y poder estudiar los efectos de la edad, sexo, estado reproductivo, tipo de
crdneo, cantidad lacrimal y relacionarlos con la presencia de Staphylococcus
pseudintermedius y su gen de resistencia. De esta manera, proporcionar datos relevantes para
la toma de decisiones médicas oportunas, prevenir dafios severos en los o0jos, evitar el uso
indiscriminado de antibiéticos y reducir la incidencia de bacterias multirresistentes en

nuestros pacientes.
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Objetivo General
Identificar cepas de Staphylococcus pseudintermedius y gen de resistencia mecA de
hisopados corneales en perros sanos que acudieron a la clinica Veterinaria Vet-house
de la ciudad de Riobamba.

Objetivos especificos

e Estudiar la presencia de Staphylococcus pseudintermedius de hisopados
corneales en perros sanos.

o Establecer la presencia del Gen mecA de resistencia a la Meticilina de hisopados
corneales en perros positivos a Staphylococcus pseudintermedius.

e Relacionar la presencia de Staphylococcus pseudintermedius resistentes a
Meticilina con la produccién lagrimal de los ojos muestreados, mediante el Test
de Schirmer tipo 1

e Relacionar la presencia de Staphylococcus pseudintermedius resistentes a

Meticilina con la conformacion del craneo de los perros muestreados.
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CAPITULO 1;: MARCO TEORICO

1.1 Anatomia Ocular

El conocimiento de la anatomia del globo ocular es fundamental para los Médicos
Veterinarios y Oftalmologos porque permite diferenciar durante el examen oftalmoldgico lo

normal de las estructuras anatdmicas anormales. (Gelatt, 2021)

é/’_\ /’eriorbita

Tenon’s
capsule

Orbital
septum

Cornea
—

Muscle
fascia

Figura 1. Anatomia del globo ocular canino

Fuente: Gelatt (2021)

También nos permite entender la visiébn como un fendmeno donde participan multiples
estructuras anatémicas que captan el haz de luz y enfocan por medio de fotoreceptores de la
retina, para transmitir las sefiales eléctricas por todo el sistema nervioso central, y alcanzar

la corteza visual donde se produce la sensacion de la vision. (Slatter, 2008)

La vision estd constituida por las siguientes partes: el globo ocular y los érganos oculares
accesorios (nervio dptico, parpados, glandulas, los misculos y huesos) que dan soporte a
estas estructuras. (Getty, 2001)
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Figura 2. Anatomia Ocular-Estructuras anatémicas internas del ojo

Fuente: Slatter (2008)

1.1.1 Pérpados

La funcién anatémica de los parpados es proteger al ojo, evitar la sequedad de la cornea
permitiendo una distribucion de las secreciones lagrimales de manera efectiva y ademas

contiene a las glandulas que permiten la lubricacion de la cornea y el borde de los parpados.

Los parpados permiten la canalizacién de las lagrimas hacia la parte nasal. Ademas, en el
borde de los parpados se observan cilios o pestafias, las mismas que pueden estar ausentes en

los parpados inferiores de los carnivoros. (Getty, 2001)

Los parpados estan conformados por una conjuntiva palpebral que contiene células
caliciformes, tiene una porcion externa formada por piel delgada y flexible, con tejido
conectivo laxo con presencia de glandulas sudoriparas y rodeada del musculo orbicular del
0jo que esta inervada por el nervio facial, también presenta tejido conectivo fibroso, fibras
del elevador palpebral superior que esta inervado por el nervio oculomotor y de Miiller que
tiene inervacion simpatica del nervio trigémino (Mejia, 2020).
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1.1.2 Conjuntiva

La conjuntiva es una membrana mucosa de capa delgada formada por tejido conectivo laxo.
Esta membrana cubre la cara interna de los parpados (conjuntiva palpebral), el globo ocular
(conjuntiva bulbar), fornix, tercer parpado, epitelio corneal y limbal. La unién de la

conjuntiva palpebral y bulbar se denomina saco conjuntival.

Presenta ademas mdltiples células caliciformes distribuidas en mayor o menor nimero
dependiendo de la zona que la recubre, siendo la mayor cantidad de células caliciformes en
el fondo de saco nasal inferior y medio, asi como también en la conjuntiva palpebral. (Mejia,
2020)

El tejido linfatico asociado a la conjuntiva, es un conjunto de plexos: superficial y profundo,
es difuso con nodulos intermitentes asociadas en la membrana nictitante, puede existir
variaciones en su tamafio y distribucién nodular y va a estar influenciado a la exposicion de
sustancias extrafias 0 microorganismos infecciosos. (Gelatt, 2021)

1.1.3 Sistema lagrimal y nasolagrimal

La integridad dptica depende de una adecuada pelicula lagrimal precorneal, cuya funcion es
mantener la superficie corneal dpticamente uniforme, eliminar material extrafio, residuos de
la cérnea y saco conjuntival, suministro de oxigeno a la cdrnea avascular y de sustancias

antimicrobianas (Gelatt, 2021).
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Figura 3. Pelicula lagrimal

Fuente: Gelatt (2021)

La pelicula lagrimal precorneal es trilaminar, esta formada por:

Capa Externa: es delgada y aceitosa. Producida por las gldndulas de Meibomio y las
glandulas sebaceas de Zeiss. Su funcién es evitar la evaporacion de la capa acuosa y forma
una barrera a lo largo de los margenes palpebrales para impedir su deshordamiento. (Gelatt,
2021)

Capa Intermedia: es la capa acuosa, secretada por la glandula lagrimal orbitaria en un 61,7%,
las glandulas accesorias en un 3,1% y la glandula de la membrana nictitante en un 35,2%. Su
funcién es suministrar oxigeno y nutrientes a la cornea avascular, ademas de permitir el

lavado de la superficie ocular y eliminacion de desechos. (Gelatt, 2021)

Capa interna: es la capa de mucina, producida por las células caliciformes conjuntivales, el
glicocalix producida por las células epiteliales de la cornea, las glandulas lagrimales y
accesorias tienen células secretoras de moco que aportan a la capa de mucina. Esta mucina
se adhiere en la superficie corneal en contacto con el glicocélix y se distribuye de forma
uniforme por accion del parpadeo. La mucina ofrece una superficie hidréfila para que el
liquido lagrimal acuosos se distribuya uniformemente y lubrique las superficie corneal y
conjuntival. (Gelatt, 2021)
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El sistema excretor del lagrimal esta compuesto por varias estructuras anatdmicas como los
puntos nasolagrimales, canaliculos, saco lagrimal y conducto nasolagrimal cuya funcion es
drenar el exceso de lagrimas. (Mejia, 2020)

Aproximadamente el 40% de los perros tiene una apertura accesoria en su paso por la raiz

del canino superior. (Gelatt, 2021)

La glandula lagrimal tiene forma de diamante y se localiza en la cara dorsolateral de la érbita,
debajo del ligamento orbitario. Tiene 15 a 20 conductillos que drenan en el saco conjuntival

superior. Su funcion es proporcionar la porcion acuosa de la pelicula lagrimal preocular.

Aln no es clara la inervacion de esta glandula, esta inervada por rama lagrimal del quinto
nervio craneal, nervios simpaticos y parasimpaticos. Clinicamente responden a farmacos
colinérgicos que estimulan su secrecion como la pilocarpina, y farmacos que disminuyen su

secrecion como los anticolinérgicos. (Gelatt, 2021)

1.1.4 Coérneay esclera

La cornea, presenta una anatomia caracteristica compuesta por tres capas principales: el
epitelio externo, el estroma y el endotelio. También presenta la membrana de Descemet
ubicada entre el estroma y el endotelio (Turner, 2010).

Ademas, la superficie corneal esta protegida y lubricada por la pelicula lagrimal preocular,
lo que garantiza su correcto funcionamiento y salud (Turner, 2010).

La innervacion de la cérnea es proporcionada por los nervios ciliares largos, derivados de la
rama oftdlmica del nervio trigémino, que se ramifican en la superficie corneal. Esta
inervacion superficial conlleva a la percepcion de dolor en el epitelio y en el estroma anterior,
lo que explica la intensa sensibilidad de las Ulceras corneales superficiales (Turner, 2010).

Ademas de su funcién en la refraccion y transmision de la luz, la transparencia de la cornea
se debe en gran parte a la ausencia de vasos sanguineos y pigmentos. El endotelio contribuye
significativamente a la transparencia corneal al eliminar el exceso de liquido de la cornea,

manteniéndola deshidratada y opticamente clara (Turner, 2010).
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Por otro lado, la esclera se localiza en la parte posterior del globo ocular y desempefia un
papel fundamental al brindar soporte estructural y proteccion a las estructuras internas. El
limbo es la zona de transicion entre estas dos estructuras. (Turner, 2010).

1.2 Microbioma Ocular

El microbioma, es definido como la comunidad microbiana que reside en una superficie
corporal especifica, es dindmico y altamente diverso, su composicidn y funcién pueden variar

segln el sitio anatdmico en el que se encuentre (Shivaji et al., 2021).

En el contexto de la superficie ocular, esta comunidad microbiana comprende una variedad
de bacterias que colonizan la superficie corneal, conjuntival y la pelicula lagrimal,

desempefiando roles fundamentales en la homeostasis y la salud ocular (Rogers et al., 2020).

El estudio de la dinamica y la composicion del microbioma ocular no solo ofrece perspectivas
sobre la fisiologia ocular, sino que también abre nuevas vias para comprender y tratar una
variedad de condiciones oculares, desde la sequedad ocular hasta infecciones bacterianas.
(McDonald & Watson, 1976).

La microbiota ocular, al mantener una armoniosa diversidad microbiana, desempefia un papel
esencial en la proteccion contra la colonizacién por agentes patdgenos exdgenos (Cosmin et
al., 2021).

En este sentido, comprender la prevalencia y la composicion del microbioma ocular normal
adquiere una relevancia clinica, ya que los mismos microorganismos que coexisten
pacificamente pueden volverse oportunistas en condiciones de dafio tisular o disminucién de

la resistencia del huésped a la infeccion (Cosmin et al., 2021).

Es de importancia reconocer que la naturaleza saprofita u oportunista no estd bien
documentada, ni declarada (Cosmin et al., 2021).

Existen varios mecanismos en donde una bacteria sapréfita puede tornarse patogena y es de
relevancia entender que el uso prolongado de antimicrobianos tdpicos o sistémicos destruyen
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al microbioma normal y favorece el crecimiento excesivo de bacterias resistentes, levaduras

u hongos patégenos, colonizando con mayor facilidad el medio (Cosmin et al., 2021).

De igual forma, el uso prolongado de corticoides, altera el sistema inmunoldgico provocando
desbalances en el equilibrio del microbioma ocular. Las anomalias conformacionales como
el entropion, provoca irritacion de la conjuntiva o incluso laceracion corneal favoreciendo un
proceso inflamatorio que puede tornarse cronico, sino es tratado de manera eficiente y
oportuno (Cosmin et al., 2021).

Por lo cual, la caracterizacion precisa de la estructura del microbioma saproéfito u oportunista
presenta desafios debido a su dindmica influenciada por una variedad de factores internos y

externos (Cosmin et al., 2021).

Entre estos factores internos, se incluyen la edad, el sexo y raza. Mientras que los factores
externos abarcan la estacion del afio, la geografia y el clima. La interaccidon compleja entre
estos elementos contribuye a la variabilidad observada en la composicién y abundancia de la
microbiota saprofita u oportunista en diferentes individuos y poblaciones (Furiani et al.,
2011).

Asi mismo, se ha documentado que diversos factores tienen el potencial de alterar el
microbioma ocular normal, predisponiendo al individuo a infecciones oportunistas

secundarias (Cosmin et al., 2021).

Este conocimiento proporciona una base fundamental para el disefio de estrategias
terapéuticas dirigidas a mantener la homeostasis microbiana y prevenir la proliferacion de
microorganismos patogenos en el ambiente ocular. (Leis, 2023).

La literatura cientifica concuerda en que los microorganismos saprofitos més frecuentemente
aislados en el microbioma ocular son bacterias gram positivas, tales como Staphylococcus
spp, Bacillus spp, Streptococcus spp y Trueperella spp (Cosmin et al., 2021; Hewitt et al.,
2020; Wang et al., 2008).

En contraste, las bacterias gram negativas son menos comunes en esta comunidad y abarcan

especies como Escherichia coli, Pseudomonas spp., Neisseria spp. y Klebsiella spp.
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Asi mismo, se ha observado que las bacterias del género Staphylococcus son las mas
prevalentes, siendo S. pseudintermedius la especie mas frecuentemente aislada en perros
sanos (Furiani et al., 2011; Prado et al., 2005). Por otro lado, en lo que respecta a las
enfermedades oculares, se ha identificado que entre las especies de Staphylococcus spp., S.
pseudintermedius es la mas predominante, seguida de Staphylococcus aureus (Cosmin et al.,
2021).

1.3 Resistencia al Antibiotico

Desde su surgimiento en la década de 1940, la era de los antibidticos ha marcado un hito en
el tratamiento de las enfermedades infecciosas, representando una notable transicion desde
la era pre-antibidtica, que tiene sus raices en China hace mas de 2 500 afios (Pérez, 2017). A
pesar de los avances en la produccion de agentes antimicrobianos, este progreso se ha visto
obstaculizado por un preocupante aumento en la resistencia desarrollada por una variedad de
microorganismos, incluyendo bacterias, hongos, parésitos y hasta virus, frente a una

diversidad de clases de antimicrobianos (Pérez, 2017).

La resistencia antimicrobiana (RAM), identificada como uno de los principales desafios de
la salud global por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se ha convertido en una
amenaza crucial para la salud pablica en el siglo XXI (Pérez, 2017). Esta preocupacion se
basa en el reconocimiento de que la ineficacia de los tratamientos antimicrobianos
tradicionales puede socavar los esfuerzos para controlar y tratar una amplia gama de
enfermedades infecciosas, 1o que resalta la necesidad urgente de abordar este problema a
nivel mundial (Labarca & Araos, 2009).

Como indican numerosas organizaciones internacionales, la repercusion de la resistencia
antimicrobiana (RAM) en el bienestar humano, animal y ambiental subraya la necesidad de
adoptar un enfogque de Una Salud. En este contexto, los esfuerzos fragmentados no serian
adecuados para abordar un desafio de tal magnitud. La rdpida y preocupante propagacion a
nivel global de bacterias multirresistentes, junto con las graves implicaciones asociadas en
términos de aumento de la estancia hospitalaria, elevacion de los costos médicos y mayor

mortalidad, asi como su impacto en diversos ambitos como la medicina veterinaria, la
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seguridad alimentaria y el medio ambiente, subraya la urgencia de implementar acciones
coordinadas y a multiples niveles para contener esta problematica (Gatica & Rojas, 2018;
Pérez, 2017).

Tanto en Medicina veterinaria como en Medicina humana, se ha identificado la presencia de
Staphylococcus aureus y Staphylococcus pseudintermedius resistentes a Meticilina (MRSA),
los cuales son responsables de infecciones nosocomiales en entornos hospitalarios. Esta
resistencia ha surgido como resultado del uso indiscriminado y prolongado de antibiéticos
de amplio espectro, asi como de su administraciéon frecuente sin una evaluacion previa
mediante cultivos y pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos en los Gltimos afios (Fuda,
Fisher, and Mobashery 2005, Cosmin et al., 2021; Robles, 2019; Tajima et al., 2013).

La resistencia a Meticilina en Staphylococcus aureus (MRSA) y Staphylococcus
pseudintermedius (MRSP) representa un desafio creciente en la practica veterinaria. Las
unidades de cuidados intensivos veterinarios podrian enfrentar un riesgo especialmente
elevado de brotes periddicos debido a la colonizacién y la propagacion de estas bacterias
(Sanchez et al., 2015).

En los perros, Staphylococcus pseudintermedius es la especie predominante que se identifica,
dado que forma parte del microbioma normal en la piel y mucosas. Este hallazgo se respalda
en estudios realizados por Furiani et al. (2011), Hewitt et al. (2020) y Robles (2019). Ademas,
un estudio llevado a cabo por Robles demostré que aproximadamente el 65% de las muestras
de hisopados nasales y perianales de perros sanos en Quito presentaban Staphylococcus
pseudintermedius resistente a Meticilina (MRSP). Este ultimo hallazgo también se
documenta en los estudios de Hewitt et al. (2020) y Robles (2019).
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Figura 4. Rutas de diseminacion de la resistencia antibidtica

Fuente: Matilla & Bravo (2016)

1.3.1 Resistencia a Dicloxacilina y Oxacilina

La resistencia a dicloxacilina y oxacilina es un fenémeno relacionado con la capacidad de
los microorganismos, como las bacterias, para resistir los efectos de estos antibiéticos, que
pertenecen a la clase de las penicilinas. Estos medicamentos funcionan inhibiendo la sintesis
de la pared celular bacteriana, lo que resulta en la muerte de las bacterias susceptibles. Sin
embargo, el uso generalizado e indiscriminado de estos antibidticos ha provocado el
desarrollo de mecanismos de resistencia en algunas cepas bacterianas, permitiéndoles evadir
los efectos letales de los medicamentos. Esta resistencia puede surgir debido a la produccién
de enzimas, como las betalactamasas, que degradan o inactivan los antibiéticos, o mediante
la modificacion de las proteinas de unidn a la penicilina en la membrana celular bacteriana,

lo que impide que los antibidticos se unany ejerzan su accién (Moreno, 2017).

Las penicilinas resistentes a la penicilinasa o isoxazol-penicilinasa, como Oxa, Cloxa y
Dicloxacilina, derivan de la acetilacion del nicleo 6-APA junto con la adicion de cadenas

laterales heterociclicas (Moreno, 2017). Estas cadenas laterales confieren una mayor
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estabilidad en ambientes acidos y una actividad antibacteriana ampliada, especialmente
contra Staphylococcus, asi como una mejora en los parametros farmacocinéticos, incluyendo

una mayor absorcion por via oral.

1.3.2 Resistencia a Meticilinas

La resistencia microbiana de los Staphylococcus a la Meticilina se atribuye al gen mecA, que
causa cambios en una proteina de unidn a la penicilina (PBP2a), disminuyendo su
sensibilidad a la penicilina (Russell, 2014). Estos antibiéticos, como la penicilina y sus
similares, tipicamente detienen el crecimiento bacteriano al desactivar las transpeptidasas
bacterianas, esenciales para la formacion de la pared celular. Sin embargo, las bacterias que
expresan PBP2a pueden continuar sintetizando la pared celular, incluso en presencia de estos
antibidticos (Russell, 2014).

Durante las ultimas décadas, los Staphylococcus han exhibido una mayor resistencia a los
antimicrobianos, particularmente a la Meticilina, tanto en la medicina humana como en la
veterinaria. La resistencia a Meticilinas se refiere especificamente a la capacidad de ciertas
bacterias para resistir los efectos de los antibidticos de la clase de las penicilinas Meticilinas,
como la Meticilina y la oxacilina. A pesar de que estos antibi6ticos son utilizados
comlnmente para tratar infecciones bacterianas, el uso excesivo y a menudo inapropiado de
estos medicamentos ha llevado al desarrollo de resistencia en algunas cepas bacterianas. Este
fendmeno puede manifestarse a través de varios mecanismos, incluida la produccion de la
enzima betalactamasa, que degrada el antibiotico, o mediante la modificacion de las proteinas
de unién a la penicilina en la membrana celular bacteriana, lo que impide que el antibiético

se una y ejerza su efecto (Russell, 2014).

1.4 Farmacologia ocular y terapéutica

En farmacologia ocular es comun usar soluciones tdpicas, suspensiones y ungiientos que
cumplen con caracteristicas fisicas que deben ser bien toleradas por el individuo como la
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tonicidad y el pH. Ademas, los conservantes (cloruro de benzalconio) son usados para limitar
la contaminacion de los envases multidosis y agentes de diagndstico oftdlmicos pueden
interferir en los aislamientos y cultivos de microorganismos de la superficie ocular, por lo

que de preferencia debe ser de un solo uso y almacenados de forma estéril. (Slatter, 2008)

Existen dos barreras para la penetracion de farmacos tépicos como: La barrera hematoocular
(similar a la barrera hematoencefalica) que es impermeable a la mayoria de los farmacos,
excepto si existe inflamacion intraocular significativa y la cérnea que se vuelve permeable si

presenta Ulceras (Slatter, 2008).

1.4.1 Rutas de administracion

Para elegir una ruta de administracion de farmaco es importante tener en cuenta las
propiedades de la droga, el sitio donde ejercera su efecto, frecuencia, concentracién del
farmaco y vascularidad del tejido diana. (Slatter, 2008)

Es relevante saber que existen farmacos que tienen propiedades restrictivas en cuanto a su
administracion como la Polimixina B, que tiene restriccion por via sistémicas por su

nefrotoxicidad o subconjuntival por la irritacidn local que produce. (Slatter, 2008)

Cuando se requiere altas concentraciones en la cornea o la conjuntiva se recomienda la via
topica frecuente o inyeccion subconjuntival. Si el objetivo terapéutico es alcanzar
concentraciones en el tracto uveal anterior (iris o cuerpo ciliar), se usa la inyeccion
subconjuntival, sistémica o aplicacion topica frecuente, para atravesar la cérnea intacta
(Slatter, 2008).

Los farmacos que no atraviesan la barrera hematoocular alcanzan concentraciones en la Gvea
anterior, cuando esta altamente vascularizada, la Gvea posterior (coroides) y la esclerética.
Cuando hay inflamacion esta barrera se reduce y los farmacos que no podian entra a humor
acuoso o vitreo pueden hacerlo. Si requiere concentraciones en tejidos orbitarios se utiliza la

administracion sistémica. (Slatter, 2008)
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Farmacos liposolubles como el cloranfenicol penetran facilmente y farmacos hidrosolubles
como las penicilinas, neomicina y bacitracinas, penetra poco o0 nada cuando es administrado
de manera topica, dado que, la cérnea es trilaminar en donde su epitelio y endotelio son

lipofilos y su estroma es hidrofilo.

Figura 5. Vias de administracion de farmacos en Oftalmologia

Fuente: Gelatt (2021)

1.4.2 Selecciéon y administracién de antibidticos

La administracion de antibidticos por via sistémica, para una Ulcera no vascularizada tiene
poca importancia clinica, lo ideal es el uso de antibidticos tépicos. Pero si tiene efecto para
el tratamiento de enfermedades de los parpados, conjuntiva, esclerética, Gvea (iris, cuerpo

ciliar), retina, nervio dptico, musculos extraoculares y el contenido orbitario. (Slatter, 2008)

La penicilina se absorbe facilmente por via intramuscular, la penicilina G, tiene mala
absorcion por via oral porque es destruida por el acido gastrico y cuando alcanza
concentraciones plasmaticas buenas, se dificulta la penetracion de la barrera hematoocular,
por el contrario, el cloranfenicol tiene excelente concentracion en plasma y atraviesa bien la

barrera hematoocular. (Slatter, 2008)

Los antibidticos pueden clasificarse como bactericidas y bacteriostaticos. En la mayoria de
los colirios tienen la combinacion de antibidticos bactericidas y otros la combinacion de

ambos, aun se debate su importancia clinica. Siempre se suele usar antibidticos que no se
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usan en otras partes del cuerpo para reducir la posibilidad de resistencia a los medicamentos.
Se usa muy a menudo la combinacion de neomicina, Polimixina B y bacitracina, para

infecciones resistentes. (Slatter, 2008)

1.4.3 Seleccion de Antibiéticos

Se recomienda tomar en cuenta algunos factores para el uso de antibiéticos como por ejemplo
el tipo de organismo agresor y su sensibilidad, ubicacion del organismo, capacidad de
penetracion del medicamento en el sitio, farmacocinética y espectro de actividad, toxicidad

de los medicamentos y cumplimiento del tratamiento por parte del tutor. (Slatter, 2008)

Box 3-1 | Classification of common ophthalmic

antibiotics
Bactericidal Bacteriostatic
Aminoglycosides Chloramphenicol
Bacitracin Cephalosporins
Erythromycin* Erythromycin*
Fluoroquinolones Tetracyclines
Potentiated sulfonamides
Neomycin
Penicillins
Polymyxins

Vancomycin

*Depending on concentration and organism.

Figura 6. Clasificacion de antibiéticos oftalmicos comunes

Fuente: Slatter (2008)

Lo ideal para la seleccion del antibidtico se basa en la identificacion del microorganismo y
su sensibilidad al antibiético. Sin embargo, por la brevedad que en algunos casos clinicos
requiere de la prescripcion de un farmaco antimicrobiano, es importante conocer que
microorganismo son frecuentes, su sensibilidad y que antibi6ticos son mas eficaces. Aunque
el médico debe tener en cuenta que el tratamiento de infecciones sobre una base empirica,
préactica y a menudo inevitable, no siempre conduce a un resultado satisfactorio. (Slatter,
2008)
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Por este motivo, se pude hacer eleccion racional del agente terapéutico mediante citologia
del tejido afectado previamente tefiida con Diff-Quik. Si las infecciones son graves o no
responden al primer tratamiento se debe identificar al organismo y considerar la combinacion
de vias de administracion y farmacos con caracteristicas sinérgicas. Si las infecciones
oculares persisten o recurren a pesar de su tratamiento especifico para la bacteria aislada,
considerar que puede ser secundario a un trastorno o proceso patoldgico subyacente. (Slatter,
2008)

Hay que entender que el microbioma ocular tiene marcadas variaciones especificas,
individuales, geogréficas y estacionales que influyen en las bacterias. El dato de sensibilidad
de un antibidtico in vitro no necesariamente tiene el mismo efecto inhibitorio in vivo porque
esta relacionado a la concentracion que logra el farmaco en la superficie ocular o del 6rgano
diana. (Slatter, 2008)

1.4.4  Uso de Oxacilina sodica

La oxacilina es resistente a la B-lactamasa, es estable a los &cidos se usa via oral.
Desafortunadamente gran parte de este antibiético se encuentra unido a proteinas plasmaticas
y no puede ingresar al humor acuoso, ni si siquiera durante la inflamacion. Es Util en
oftalmologia para infecciones orbitarias y de 6rganos anexos, cuando son administrados por
via oral. (Slatter, 2008)

145 Uso de Betalactdmicos y Cefalosporinas

El uso de Betalactamicos y Cefalosporinas, que pertenecen a diferentes clases de antibiéticos,
pero comparten mecanismos de accion similares a las penicilinas al inhibir la sintesis de la
pared celular bacteriana, puede contribuir al desarrollo de resistencia antimicrobiana. Como
ocurre con otras clases de antibidticos, su uso excesivo e inapropiado puede promover la
resistencia bacteriana. Esto se debe a que las bacterias pueden desarrollar resistencia a estos
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antibidticos mediante la produccion de enzimas que los inactivan o mediante la modificacion
de las proteinas de unidn a la penicilina en la membrana celular bacteriana, evitando asi que
los antibidticos se unan y ejerzan su accion (Marin et al., 1998; Suarez & Gudiol, 2009).

Los betalactamicos, por otro lado, son agentes bactericidas que actian lentamente y cuya
actividad depende de alcanzar una concentracion en el plasma que supere la concentracion
inhibitoria minima (CIM) del microorganismo causante. En la mayoria de los
microorganismos sensibles, los betalactdmicos se comportan como bactericidas, ya que la
concentracién bactericida minima (CBM), es decir, la cantidad minima de antimicrobiano
que elimina el 99,9% de los microorganismos viables, es igual o ligeramente mayor que la
CIM (Suarez & Gudiol, 2009).

La obtencidn de derivados semisintéticos de las cefalosporinas se logré mediante la adicion
de cadenas laterales al acido 7-aminocefalosporanico, lo que resulté en compuestos con una
actividad antibacteriana mucho mas potente que la cefalosporina original. Estos compuestos,
que contienen el acido 7-aminocefalosporanico, son estables en ambientes &cidos diluidos y
altamente resistentes a las penicilinasas, independientemente de las caracteristicas de sus
cadenas laterales. Las alteraciones en la posicion 7 del anillo betalactamico afectan la
actividad antibacteriana, mientras que las modificaciones en la posicion 3 del anillo de
dihidrotiazina estan asociadas con cambios en el metabolismo y las propiedades

farmacocinéticas de los medicamentos (Marin et al., 1998).

Son menos susceptibles a las B-lactamasas estafilocdcicas. Tienen buenos resultados al
administrar por via subconjuntival o tépica sobre todo aquellos infectados por Streptococcus
spp. Son Utiles para blefaritis bacteriana. La cefazolina se usa como profilactico

perioperatorio. (Slatter, 2008)

Siendo asi que, el uso de Betalactamicos y Cefalosporinas presenta desafios significativos en
el manejo de las infecciones bacterianas debido a la posible induccién de resistencia
antimicrobiana. Ademas, la comprension de los mecanismos de accion y las modificaciones
estructurales de estos antibi6ticos es crucial para abordar eficazmente la resistencia

bacteriana y garantizar su uso apropiado en el tratamiento clinico.
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1.4.6 Uso de las Meticilinas en Veterinaria

Las Meticilinas en veterinaria se utilizan para el tratamiento de diversas enfermedades
bacterianas en animales. Estos antibidticos, que pertenecen a la clase de las penicilinas, son
especialmente eficaces contra bacterias que han desarrollado resistencia a las penicilinas
naturales. Entre las enfermedades para las que se prescriben las Meticilinas en medicina
veterinaria se incluyen infecciones de la piel y tejidos blandos, infecciones del tracto
respiratorio, infecciones del tracto urinario, infecciones del oido, infecciones del globo
ocular, mastitis, entre otras. Sin embargo, es importante destacar que el uso de Meticilinas
debe ser supervisado por un veterinario calificado y solo debe administrarse cuando sea
necesario y bajo la orientacion adecuada, para evitar el desarrollo de resistencia bacteriana y

otros efectos adversos (Jang et al., 2014).

La meticilina es resistente a la B-lactamasa, se usa en infusion intravenosa para
Staphylococcus resistentes y en Oftalmologia se puede usar por via tépica o inyeccion
subconjuntival para afecciones corneales, al atravesar el humor acuoso en concentraciones
terapéuticas cuando la barrera hematoocular se encuentra alterada por inflamacion. Su
excrecion renal es rapida. EI farmaco es inestable, por ende, hay que disolverlo antes de su
uso. (Slatter, 2008)

1.5 Enfermedades Oftalmoldgicas en perros

El entendimiento de las afecciones del sistema ocular en perros domésticos resulta
fundamental para los veterinarios especializados en el cuidado de estas especies, dado que
reflejan tanto trastornos locales como sistémicos. Por consiguiente, el estudio de las
enfermedades del sistema ocular en animales de compafiia, que abarca desde las relacionadas
con la drbita hasta las afectaciones en los parpados y anexos, asi como en el globo ocular, se

vuelve de gran relevancia e interés clinico (Hugues & Torres, 2022).
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1.5.1 Signos de Enfermedades Oftalmoldgicas en Caninos

Los signos de enfermedades oftalmoldgicas en caninos pueden variar segin la condicion
especifica que afecte al animal, pero algunos sintomas comunes pueden indicar la presencia
de problemas en los ojos de los perros. Estos signos incluyen enrojecimiento o inflamacion
de los ojos, secrecion ocular anormal, como mucosidad o pus, cambios en la apariencia de
los ojos, como opacidad o nubosidad en la cérnea, parpadeo frecuente o anormal, cambios

en el comportamiento visual, como frotarse los 0jos o evitar la luz brillante (Gelatt, 2008).

Ademas, pueden presentarse problemas de vision, como dificultad para enfocar o
movimientos oculares anormales. Es importante tener en cuenta que estos signos pueden
indicar una variedad de afecciones oftalmoldgicas, que van desde infecciones simples hasta
problemas mas graves, como cataratas, glaucoma o uveitis. Por lo tanto, cualquier cambio en
los ojos de un perro debe ser evaluado por un oftalmélogo veterinario para un diagndstico

preciso y un tratamiento adecuado (Gelatt, 2008).

1.5.2 Enfermedades Oftalmoldgicas en perros causadas por Staphylococcus

Las enfermedades oftalmoldgicas en perros causadas por Staphylococcus representan un
desafio clinico significativo para los veterinarios. Los Staphylococcus spp. son
microorganismos comunmente asociados con infecciones oculares en perros, pudiendo
causar desde conjuntivitis hasta queratitis ulcerativa. La identificacion precisa de la especie
de Staphylococcus involucrada en la infeccion, es crucial para determinar el tratamiento
adecuado y prevenir complicaciones graves. La epidemiologia, los mecanismos de
patogenicidad y las estrategias de tratamiento de estas enfermedades oftalmoldgicas
contindlan siendo &reas de investigacion activa en el campo de la medicina veterinaria
(Murphy & Maggs, 2015).

Ademas, las laceraciones corneales, estdn asociados a procesos inflamatorios de las
estructuras circundantes provocando blefaritis y conjuntivitis. Y pueden infectarse por
presencia de microbioma normal presentes en las superficies corneales y conjuntivales.
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(Hewitt et al. 2020). EI manejo exitoso de las patologias oculares se basa en el uso especifico
de antibidticos de manera eficiente y eficaz. Para evitar complicaciones como la
queratomalacia, perforacion corneal, formacion de cicatrices y pérdida completa de la vision
(Hewitt et al. 2020).

1.6 Staphylococcus spp.

Los Staphylococcus spp. son cocos gram positivos, catalasa positivos anaerobios
facultativos, que se dividen en coagulasa negativos o coagulasa positivos, con estos Ultimos,
como S. pseudintermedius, S. aureus, S. hyicus y S. schleiferi subsp. coagulans (SSCoP), de

importancia clinica reconocida (Diana et al., 2019; Rios et al., 2015).

La identificacion y clasificacion de Staphylococcus spp. es fundamental para comprender su
distribucion, comportamiento y potencial patogénico en diversas poblaciones. La
sobresaliente capacidad de supervivencia de los staphylococcus en el medio ambiente, donde
pueden permanecer viables en el polvo ambiental y diversas superficies por periodos que
abarcan desde tres semanas hasta tres meses, subraya la importancia de comprender y abordar

adecuadamente este grupo microbiano (Giacoboni and Gagetti, 2020).

La duracion de su viabilidad estd influenciada por una serie de factores, incluyendo la
composicién del polvo, la temperatura, la humedad y la naturaleza de la superficie de los
materiales. Estos microorganismos pueden ingresar a los hogares a través de maltiples vias,
como las secreciones de animales y personas, estornudos, descamacion epitelial, fomites,

alimentos, entre otros (Denamiel et al., 2009).

Esta comprension de su dinamica, exposicion y rutas de transmision es crucial para abordar
eficazmente la prevencion y el control de la dispersion de estos patdgenos (Giacoboni and
Gagetti, 2020).

En 1976, Hajek realiz6 uno de los primeros estudios significativos que abordaron las
diferencias entre estafilococos coagulasa positivos de origen animal, incluidos los aislados
de palomas, perros, visones y caballos. A través de pruebas bioquimicas y andlisis de
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propiedades microbioldgicas, Hajek identifico y describié una nueva especie denominada

Staphylococcus intermedius (Giacoboni and Gagetti, 2020).

Este hito en la investigacion microbioldgica sentd las bases para la comprension de la
diversidad dentro del género Staphylococcus y su relevancia en diferentes contextos

epidemioldgicos y clinicos.

Finalmente, en 1982, Kawano et al. introdujeron nuevas caracteristicas mediante la
tipificacion por fagos. Posteriormente, en 1995, Hesselbarth y Schwarz realizaron un analisis
genético detallado utilizando el ribotipado y la secuenciacion de la region intergénica de 16S
y 23S. Antes se lo conocia como S. intermedius siendo un patégeno zoon6tico emergente que
ya se lo reportaba en humanos, antes de su reclasificacion. (Nisa, y otros, 2019). En 2005,
Devrise et al. propusieron la creacion de un nuevo taxon, S. pseudintermedius, basandose en
sus resultados de pruebas bioguimicas, caracteristicas de crecimiento e hibridacién de ADN.
Finalmente, en 2007, la revision elaborada por Sasaki et al. propuso la formacién de un grupo
denominado Staphylococcus intermedius group (SIG), que incluye a S. intermedius, S.
pseudintermedius y S. delphini (Giacoboni and Gagetti, 2020).
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1.6.1 Identificacion de Staphylococcus pseudointermedius

El género Staphylococcus comprende una amplia variedad de bacterias, entre las cuales se
encuentra Staphylococcus pseudintermedius, una especie de notable relevancia en el &mbito
microbiolégico. Esta afirmacion, respaldada por Giacoboni y Gagetti en 2020, subraya la
importancia taxonémica de esta especie dentro de la familia Staphylococcaceae.
Staphylococcus pseudintermedius, al igual que otras especies del género, presenta
caracteristicas distintivas que la diferencian y la colocan en una posicion de interés en la

investigacion microbioldgica y clinica.

Los Staphylococcus pseudintermedius son cocos Gram (+), anaerobios facultativos, catalasa
positivos, inméviles, no esporulados, tienen metabolismo fermentativo, oxidasa negativos y
son halo tolerante. Tienen resistencia a la sequedad y a la desinfeccion (Diana et al. 2019;
Giacoboni and Gagetti 2020; Robles 2019; Rios et al. 2015).

La identificacion de Staphylococcus pseudintermedius es crucial en el estudio de la
microbiota asociada a los caninos, ya que esta especie representa aproximadamente el 90%
de los cocos gram positivos en esta poblacién. En este contexto, es fundamental comprender

su papel tanto en la salud como en la enfermedad ocular y cutanea de los animales.

Staphylococcus pseudintermedius es una especie prevalente de estafilococos coagulasa
positivos (CoPS) que se encuentran cominmente en la piel y el tracto respiratorio superior
de humanos y animales. Las infecciones locales de la piel y los tejidos blandos, asi como la
intoxicacion alimentaria, son manifestaciones clinicas habituales de la infeccion por S.
aureus en humanos (Tabatabaei et al., 2019). Ademas, se ha observado que S.
pseudintermedius esta vinculado principalmente con individuos que comparten un entorno y

mantienen estrechos lazos con perros y gatos (Tabatabaei et al., 2019).

Sin embargo, también se ha documentado su presencia en otras especies animales, lo que

destaca su amplia distribucion en el reino animal (Giacoboni and Gagetti, 2020).

Para su identificacion fenotipica existen algoritmos estandarizados de procesamientos de
muestras ver Anexo 1, que inician con aislamiento de cocos gram positivos, luego la tincion,

identificacion fenotipica Staphylococcus spp. Y finalmente su identificacion bioquimica de
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Staphylococcus spp. catalasa positivos en las diferentes especies. Asi, como también la
prueba de susceptibilidad antimicrobiana recomendados por el Instituto de Normas clinicas
y de laboratorio “CLS”. (Robles, 2019

Los métodos estandar de diagndsticos para S. pseudintermedius requieren varias horas de
incubacién, usan pruebas bioquimicas de hialuronidasa y DNasa o prueba inicial de
susceptibilidad a Polimixina B. Los miembros que pertenecen a SIG suelen ser hialuronidasa
negativos, ADNasa positivos y susceptibles a Polimixina B, también se someten a pruebas
de susceptibilidad a la Oxacilina y se reportan como SIG o SIG resistente a meticilina. (Nisa,
et al, 2019)

Actualmente, también se estd usando la espectrometria de masas de tiempo de vuelo MALDI-
TOF, que obedece a las siglas Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight,
siendo prometedor para la identificacion de patégenos por su especificidad para los miembros
SIG, es relativamente barato su procesamiento, resultados rapidos (2 horas) y amigables con
el ambiente porque evita el uso de insumos desechables. Su desventaja esta relacionada con
el costo del equipo. (Nisa, y otros, 2019)

1.7 Gen mecA.

El gen mecA, estd situado en un elemento genético mévil conocido como SCCmec,
desempefia un papel fundamental en la resistencia a los antimicrobianos al codificar la
proteina PBP. Esta proteina exhibe una baja afinidad por los B-lactamicos, lo que confiere a
las bacterias la capacidad de resistir la accion de estos agentes antimicrobianos (Diana et al.,
2019). La ubicacion de este gen en el SCCmec resalta su movilidad y su capacidad para
transferirse entre diferentes cepas bacterianas, facilitando asi la propagacion de la resistencia
antimicrobiana en entornos clinicos y comunitarios. Ademas, la presencia de la proteina PBP
con baja afinidad por los B-lactdmicos resalta la importancia de comprender los mecanismos
moleculares subyacentes a la resistencia antimicrobiana, lo que puede orientar estrategias
mas efectivas para combatir la propagacion de cepas bacterianas resistentes en la practica
clinica y en la salud publica en general.
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1.7.1 Identificacion del gen mecA mediante PCR

La identificacion del gen mecA mediante PCR es una técnica esencial en el diagndstico de la
resistencia a la Meticilina en bacterias, particularmente en Staphylococcus aureus y
Staphylococcus pseudintermedius. Esta herramienta molecular permite identificar la
presencia del gen mecA, uno de los genes responsables de la resistencia a la Meticilina, lo
que proporciona informacion crucial para orientar el tratamiento antimicrobiano adecuado.
La PCR de mecA se ha vuelto indispensable en laboratorios clinicos y de microbiologia
veterinaria, contribuyendo significativamente a la deteccion precisa y temprana de la
resistencia antimicrobiana en estas bacterias patégenas (Rodriguez, 2009).

El proceso de PCR para la expresion del gen mecA comienza con la etapa inicial de
aislamiento y caracterizacion del RNA, lo cual es fundamental para garantizar la integridad
y la cantidad adecuada del material genético. Posteriormente, se lleva a cabo la PCR en
tiempo real para adquirir los datos necesarios. Ademas, se menciona la normalizacién de los
datos utilizando multiples genes housekeeping, lo que permite una cuantificacion relativa de
la expresion génica. Este enfoque integral facilita una evaluacion mas precisa de la actividad
del gen mecA vy su relacion con la resistencia a la Meticilina en las bacterias estudiadas
(Rodriguez, 2009).

1.8 Diagndstico de enfermedades oculares

El diagndstico de enfermedades oculares requiere de un enfoque metddico que incluya una
exhaustiva anamnesis y una completa historia clinica. Ademas, se realiza una observacion
directa utilizando instrumentos como el oftalmoscopio o la lampara de hendidura para
evaluar la integridad corneal y detectar posibles alteraciones. Se emplea el Test de Schirmer
tipo 1 para evaluar la produccién lagrimal y el test de fluoresceina para valorar la integridad

corneal.

En caso de observarse secrecién, se recomienda la toma de muestras para cultivo y
antibiograma, asi como la realizacion de citologias para un diagnoéstico mas preciso. EI Test
de Schirmer tipo 1, se lleva a cabo utilizando una tira de test estandarizada (JorVet), colocada
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en el saco conjuntival ventral de cada ojo y se mide la humedad en mm/min. Por otro lado,
la Prueba de Tiempo de Ruptura de la Pelicula Lagrimal se realiza mediante la aplicacion de
una tira de colorante con fluoresceina (JorVet) y se registra el tiempo hasta que se detecta el
primer signo de ruptura lagrimal, conocido como punto seco, utilizando lentes de aumento
alumbrados con luz azul cobalto. Estos procedimientos, respaldados por investigaciones
previas, son fundamentales para un diagnéstico certero y un tratamiento adecuado (Cullen et
al., 2005; Turner, 2010).

1.8.1 Test de Schirmer tipo 1

La prueba lagrimal de Schirmer (STT), tipo 1 es un método semicuantitativo para medir
produccion lagrimal, especificamente de la porcién acuosa de la pelicula lagrimal precorneal.
Se realiza antes de la aplicacidn tpica de soluciones, porque aumentaria de forma artificial
su valor. (Slatter, 2008)

Por ejemplo, los anestésicos topicos o farmacos parasimpaticoliticos utilizados para provocar
midriasis, reducira los valores de STT. Por el contrario, los raspados corneales, conjuntivales,
lavado del aparato lagrimal, aplicacion de luces brillantes daran resultados elevados. Por esto,

el STT debe realizarse en primer lugar. (Slatter, 2008)

La prueba de STT tipo 1 se realiza con tiras de papel filtro estériles, absorben con una muesca
de 5 mm en un extremo. Esta muesca se engancha en el tercio medio lateral del parpado
inferior por 60 segundos. Evitar que se enganche en la zona medial del parpado, porque el
tercer parpado puede proteger la cornea y alterar los resultados. Al retirar la tira del ojo, se
mide inmediatamente la distancia desde la muesca hasta el final de la parte himeda del papel
(Slatter, 2008).

El valor normal en perros es de 15-25 mm en un minuto, los resultados entre 10 y 15 mm/min
se consideran diagndsticos para queratoconjuntivitis seca en pacientes agudos, de 6-9
mm/min en pacientes hiperagudos y menos de 5 mm/min en pacientes cronicos (Mejia,
2020).
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1.9 Razas predisponentes a Enfermedades Oftalmolégicas

Las razas tienen sus caracteristicas fenotipicas y cada una puede desarrollar diferentes
enfermedades o anomalias sistémicas como problemas respiratorios (Puerta Carvajal y Arias,
2019) y reproductivos (Avila Gonzales, 2022) o particularidades congénitas, que no han sido
todavia detalladas como sensibilidad a cierto tipo de bacterias, debido a que anatémicamente
el animal tiene caracteristicas que permiten la aparicion de la enfermedad (Ej. pliegues o
fotosensibilidad) o porque el animal alcanza niveles de estrés que lo vuelven propenso a
enfermarse (Ej. humedad o temperatura extrema). La falta de simetria perfecta en estos
animales implica variaciones aleatorias desde un rasgo morfolégico donde la magnitud de la
asimetria aumenta los niveles de estrés en el animal, ya sea la causa ambiental o genética

(Parés-Casanova, 2021).

1.9.1 Enfermedades Oculares en Animales Braquiocefalicos

Los animales braquiocefalicos tienen la conformacion facial Gnica que puede aumentar el
riesgo de proptosis ocular (exoftalmos) en casos de lesiones o traumatismos, ademas
presentan proptosis ocular donde la posicion prominente de los 0jos en estas razas puede
hacer que los globos oculares sean més susceptibles a lesiones y luxaciones (Parés-Casanova,
2021).

Ademas, de enfermedades oculares congénitas como distiquiasis, ectropion, entropidn, cilios
ectdpicos, queratoconjuntivitis seca, macroblefarén, queratitis pigmentaria, queratitis
ulcerativa, prolapso de la gldndula nictitante, entre otras. (Slatter, 2008)

1.9.2 Enfermedades Oculares en Animales no braquiocefalicos

Por otro lado, los animales mesaticefalicos y dolicocefélicos, son también propensos a
enfermedades oculares inflamatorias como la queratoconjuntivitis y otras congénitas como

cataratas, glaucomas, entre otras, sin que exista una relacion directa con la conformacion del
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craneo, aunque si de la raza (Pedraza Aguirre y Beltran Cedefio, 2019), que a la larga

pudieran ser afectadas también por bacterias resistentes.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Tipo de Estudio

El presente estudio es de caracter prospectivo, transversal, descriptivo y observacional. Es
prospectivo porque Unicamente estudia la poblacién desde el momento de inicio de la
investigacion, dado que no hay antecedentes que permitan determinar la incidencia de esta
bacteria. Ademas, es un estudio transversal, porque estudia la prevalencia de una bacteria, en
un espacio, determinado en una poblacién especifica y en un espacio de tiempo fijo. Es
descriptivo porque se registra los resultados y se describe las caracteristicas de los pacientes.
Es observacional porque el investigador no manipula las variables (Cairampoma, 2015).

Es un estudio que parte de la observacion y la descripcion, y brinda informacion bésica para
posterior analisis. La informacidn resultante es asociada con las variables descriptivas del
estudio y finalmente, tiene un caracter relacional, ya que contrasta la informacion con otras

investigaciones.

2.2 Paradigma de la Investigacion

Un estudio de identificacion y de prevalencia, se alinea con el paradigma positivista o
cuantitativo. La prevalencia se refiere a la proporcion de casos de una enfermedad, organismo
o condicion especifica, en una poblacién en un momento determinado. En este caso cantidad
de individuos o muestras de hisopado corneal, positivas para Staphyolococcus
pseudintermedius y Gen mecA, durante el periodo de estudio, que abarca enero 2022 a mayo
2022. Este tipo de investigacion cuantitativa busca medir y describir la frecuencia de la

bacteria en la poblacion (Ramos, 2015).

2.3 Ubicacion

La investigacion se realizd en el laboratorio de biologia molecular LABIGEN, localizado en

el Norte de la ciudad de Quito. LABIGEN es un “Laboratorio de biologia y genética
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molecular. Servicios de diagnéstico por serologia, PCR, hematologia, laboratorio clinico y

genética”, (figura 6).

Figura 7. Ubicacion espacial de LABIGEN

Fuente: Google Maps (2024)

Las muestras fueron recogidas entre enero de 2022 hasta mayo de 2022, de la clinica
veterinaria Vet-House de la Ciudad de Riobamba, (figura 7).

Figura 8. Ubicacion espacial de Riobamba-Chimborazo

Fuente: Google Maps (2015)
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2.4 Poblacién de Estudio

La poblacion de estudio consisti6 en muestreo de animales que llegaron a la clinica
veterinaria Vet-house de la ciudad de Riobamba, sin signos clinicos de enfermedad ocular y

con caracteristicas de un paciente sano, entre los meses de enero y mayo del 2022.

Se procesd mediante técnicas de PCR Nested un total de 86 muestras, de hisopados corneales

pertenecientes a 43 caninos sanos.

2.5 Materiales

En la tabla 1, se detalla los materiales usados en la investigacion:

MATERIALES GENERALES

Tubos de ensayo

Hisopos

Guantes

Pipetas

Gradilla

Mandil

Hojas

Esferos

Marcadores

PRUEBAS

Tirillas para Test de Schirmer
REACTIVOS ESPECIALES
Kit de Aislamiento

PureLink™ Genomic DNA Mini Kit
EQUIPOS TECNOLOGICOS

Secuenciador BigDye™ Terminator v3.1

Cycle Sequencing Kit
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Analizador 3500 Genetic Analyzer for

Fragment Analysis

Camara fotografica de celular HUAHUEI
P20 lite

Camara de Flujo “BIOBASE”

Incubadora “INCUBIG-TFT” SELECTA
NANBEI-96-well THERMAL CYCLER
PCR MACHINE

PROGRAMAS INFOMATICOS

Microsoft Office (2015)
Infostat Estudiantil (2020)

Tabla 1. Materiales y Equipos

2.6 Variables de Estudio

Las tablas, 2, 3y 4, presenta las variables de estudio de acuerdo a su Concepto y Tipo.

VARIABLE INDEPENDIENTE

Variables Categorias Concepto
Paciente sano que asiste a la clinica
Canino Nominal Veterinaria Vet-house en el tiempo

determinado

Muestra de Hisopado

Muestra obtenida de uno de los ojos del
Nominal paciente que asiste a la clinica veterinaria
de estudio en el tiempo determinado

Tabla 2. Variables Independientes

VARIABLE DEPENDIENTES

Variables

Categorias Concepto
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Presencia de Ordinal: Ausencia de Staphylococcus
Staphylococcus 1= Negativo pseudintermedius
pseudintermedius . Presencia de Staphylococcus

2= Positivo . .

pseudintermedius

Presencia del gen mecA  Ordinal: Ausencia del gen mecA de resistencia
en Staphylococcus 1= Negativo antimicrobiana
pseudintermedius 2= Positivo Presencia del gen mecA de resistencia

aislados

antimicrobiana

Produccién lagrimal

Cuantitativa

mm de lagrimas en un minuto

Escalar
(test Schirmer tipo 1)
Patologia Segin la Ordinal: N
» . (15-25 mm/min) Tirilla
Produccion lagrimal 1= Normal
(test Schirmer tipo 1) 2= Patoldgico (< 15 mm/min) Tirilla

Tabla 3 Variables Dependientes

VARIABLE INTERVINIENTE

Variables Categorias Concepto
) . Nominal:
Lateralidad Anatémica o . ) )
) 1=Derecho Posicion Anatomica del ojo del canino
del Ojo .
2=lzquierdo
Ordinal:
1= Cachorro 0- 16 meses
Edad 2=Joven 16-60 meses
3= Adultos 60- 120 meses
4= Geriatricos > 120 meses

Conformacion del

craneo

Nominal:
1= Braquiocefalico
2= Mesaticefélico
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. . Cabeza estrecha y larga (cresta sagital
3= Dolicocefalico
externa destacada)

Nominal:
Sexo 1=Hembra Sexo Bioldgico del Animal

2=Macho

Nominal: . )

) Animal sujeto a un proceso de
Estado Reproductivo 1=Entero o
Esterilizacion
2=Castrado

Tabla 4. Variables Intervinientes

Ademés, para este estudio se consideraron factores de inclusion, que envuelven un perro
clinicamente sano desde la perspectiva de la Oftalmologia es aquel paciente cuyos 0jos y
estructuras relacionadas se encuentran en un estado de normalidad, sin la presencia de
enfermedades, lesiones u otras condiciones oftalmoldgicas significativas: vision normal,
conjuntivas sanas, superficies oculares claras, reaccion pupilar a la luz y sobretodo sin
descargas de fluidos. Variables que fueron tomadas en cuenta para la inclusion de los
individuos en este estudio.

Los criterios de exclusion fueron animales con enfermedades sistémicas graves, o si al
momento del muestreo tenian infeccidn bacteriana conocida, estaban hospitalizados o con
enfermedad dermatoldgica, también se excluyeron animales con antecedentes de
anormalidades oftalmicas o de haber recibido medicacion oftalmica, antibidticos orales,
sistémicos o inmunosupresores en un lapso de 60 dias. Los signos clinicos de exclusion
fueron pacientes que al momento de consulta presentaron enrojecimiento o inflamacién de
los ojos, secrecion ocular anormal, como mucosidad o pus, cambios en la apariencia de los
0jos, como opacidad o nubosidad en la cérnea, parpadeo frecuente o anormal, cambios en el

comportamiento visual, como frotarse los ojos o evitar la luz brillante (Gelatt, 2008).
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2.7 Procedimiento
Las muestras de cérnea se obtuvieron de la clinica veterinaria Vet-house de la ciudad de
Riobamba y se recopil6 informacion necesaria para la investigacion (Anexo 2), de acuerdo a

las variables de estudio.

Las muestras recolectadas provienen de hisopados corneales de cada ojo de pacientes sanos,
obteniendo 2 muestras por cada individuo. Para la toma de muestras, se utilizaron hisopos
estériles y humedecidos previamente con solucion salina al 0,9% (Robles 2019).

Todos los perros fueron sometidos a un examen oftalmol6gico minucioso, ordenado y
completo. Que inicia con una anamnesis, examen fisico de todos los érganos y sistemas,
siguiendo las recomendaciones del ECOP (Examen Clinico Orientado a Problemas), para
continuar con la evaluacion de las estructuras oculares y perioculares, después se realizaron
las pruebas de diagndstico especializadas (test de Schirmer tipo 1) (Slatter, 2008), guiados
por una ficha clinica oftalmoldgica (Anexo 3).

Nuestro protocolo inici6 con el ECOP, medicién de la produccién lagrimal con test de
Schirmer tipo 1, no se us6 anestésico tdpico para evitar alteraciones en resultado de la
produccion lagrimal. Cada test se abri6 con estrictas normas de bioseguridad (uso de guantes,
cofia y mascarilla) y de manera estéril para evitar contaminacidn. (Slatter, 2008)

Después se irrig6 1 gota de solucion salina 0,9% estéril con hisopos estériles. (Robles 2019)
La muestra fue tomada de la cornea, saco conjuntival y fornix, siendo muy bien tolerada por
los individuos. Finalmente fueron colocados en tubos de ensayo con BHI (Brain Heart
Infusion) hasta el laboratorio de Biologia Molecular LABIGEN, donde fueron incubados por
24 horas a 37 °C (Rogers et al. 2020).

2.8 Técnica de Secuenciacion

La extraccion y secuenciacion se llevaron a cabo en el laboratorio de Biologia molecular
LABIGEN. La secuencia de acido nucleico a la que se dirige la PCR, se encuentra en el
extremo 3' del gen sps) y estd conservada y es especifica de S. pseudintermedius.

(Verstappen, y otros, 2017)
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Se extrajo dos colonias de cultivo fresco en 500 pL de Tris-EDTA, pH 8,0 y se incub6 a 95
°C durante 10 min, para posterior centrifugado a 20.000 x g durante 1 min. Por consiguiente,
para su aislamiento se usa el kit de ADN PureLink™ Genomic DNA Mini Kit. Cat K1820-
01, siguiendo las instrucciones del fabricante (life technologies, 2012). Por medio de g-PCR
realizada con TagPath™ g-PCR Master Mix, CG. Cat A15297. Para esto usaron cinco L de
sobrenadante para PCR convencional con la mezcla maestra GoTaq Green G2 y 500 nM de
cada cebador, con concentraciones Optimas de oligonucledtidos de 300 nM de cada cebador
y sonda de 75 nM. El programa de ciclado fue de 2 min de activacion enzimatica a 95°C,
seguido de 45 ciclos de 30 s. desnaturalizacion a 95°C, 30 segundos de recocido a 58°Cy 1
min de elongacion a 72°C. Para la PCR se afiadié un alargamiento de 10 minutos a 72°C

antes de enfriar a 4°C. (Verstappen, y otros, 2017)

Para la secuenciacion se uso la plataforma Illumina MiSeq (Illumina Inc., San Diego, CA).
Como indica Verstappen, et al. 2017 en su estudio se uso la secuencia 4 (500 nt), dirigidos a
una secuencia de 198 pb ubicadas en la posicion 192532-192684 en el genoma de S.
pseudintermedius cepa ED99 (acceso a GenBank NC_017568.1) en el extremo 3' del gen
spsJ. Se usaron los siguientes primers: stapse-Fw: 5'-ACC AAG GCC TGT AAG TAA AGC
ACC-3; stapse-Rev: 5-TCT CTT TCA ACA TCG GCA TCA ACG C-3', y stapse-P: 5'-
6FAM-ACT GTC GCT GAA TCG CTT GAT GAC G-BHQ1-3' como sonda. (Verstappen,
y otros, 2017)

La amplificacion de la region del gen spsJ se realiz6 mediante la aplicacion de los cebadores
de PCR 515/806 con cddigos de barras en el cebador directo en una PCR de 35 ciclos. En
este proceso se llevo a cabo utilizando el HotStarTaq Plus Master Mix Kit (QIAGEN, Inc.,

Germantown, MD).

Tras la amplificacidn, los productos de PCR fueron verificados en un gel de agarosa para

confirmar el éxito de la amplificacion y evaluar la intensidad relativa de las bandas.

Se procedi6 a agrupar las muestras en proporciones iguales (100), en base a su peso molecular
y concentraciones de ADN. Estas muestras agrupadas fueron purificadas utilizando perlas
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Ampure XP previamente calibradas. Posteriormente, el producto de PCR agrupado y

purificado se utiliz6 para preparar la biblioteca de nano ADN de Illumina TruSeq (Rogers et

al. 2020).

Ademas, para su control positivo, se tomé una bacteria de Staphylococcus pseudintermedius

aislada por medio de baterias bioquimicas y maldi-tof. Misma muestra que fue donada por el

laboratorio de microbiologia de la Universidad Central del Ecuador y que fue sometida a

pruebas de microdilucion en caldo de oxacilina y de difusion en disco de Kirby-Bauer, para

su respectiva identificacion como meticilino resistente, como lo recomienda la CLSI 2008
(Robles 2019; Nisa et al. 2019; Schissler et al. 2009).

En base a la tabla 5, para la identificacion del fenotipo de bacterias Cocos Gram (+) se

identifico la presencia se Staphylococcus (Gary, et al 2017).

Tamafio Colonia Velocidad  Catalasa Aero- Fermentacion
(Bacteria) de tolerancia de glucosa
crecimiento
Staphylococcus  0,6-1,6 Elevadas, Rapido a +0 Anaerobio +
um poco lento (18-36 facultativo
convexas hrs)
Micrococcus 1-1,8 um  convexas Muy lento + Aerobio -
(72 Hrs) Estricto
Macrococcus 1,3-2,5 Poco Lento (48 + Anaerobio -
um convexas Hrs) facultativo
+
Streptococcus 0,6-1pum  Puntiformes Répido a - Anaerobio +
(gotas  de lento (24-72 Facultativo
rocio) Hrs)
Enterococcus 0,6-2,5 Punta de Lento (48 - Anaerobio +
um alfiler Hrs) Facultativo

b=, aureus subsp. anaerobius y S. saccharolyticus son catalasas negativas.

+, >90% especies o cepas débilmente positivas

Tabla 5 Identificacion fenotipica de las colonias

Fuente: Gary, y otros, 2017
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Finalmente, para determinar la presencia de Staphylococcus pseudintermedius se requiere de
Coagulasa en Tubo, Produccion Acetoina y Maltosa, ademas de Sensibilidad a la Polimixina

B como se observa en la tabla 6. (Robles 2019)

Staphylococcus Coagulasa Produccion Polimixina
) —_— Maltosa
especies Placa Tubo Acetoina
S. aureus + + + + R
S. pseudintermedius - + + + s
S. intermedius v + - +id S
S. hyicus - v - - R

+ Mas del 90% de cepas positivas; - mas del 90% de cepas negativas; d: débil; v: variable; S:

sensible; R: resistente.

Tabla 6 Identificacién bioquimica de Staphylococcus spp. Catalasa positivos

Fuente: Bannoehr y Guadabassi (2012); Devriesse et al., (2005), Gary et al., (2017); Quinn, et al., (2011)

2.9 Deteccidn molecular para gen de resistencia mecA

Para la deteccion del gen de resistencia mecA en aislamientos Staphylococcus
pseudintermedius, se tomo las muestras de Staphylococcus pseudintermedius positivos,

conservados por crioconservacion.

Se realiz6 mediante el protocolo de PCR para la deteccion del gen mecA en aislamientos de
Staphylococcus spp., asi como la técnica descrita por Castella y col. (Anexo 4)

Se prepara 25 pL de la mezcla de reaccion para la amplificacion, con las siguientes
condiciones: 12,5 uL. de mezcla Master MIX 2X (Promega®); 2,0 uL de los oligonucledtidos
especificos en cada caso, para obtener una concentracion final de 1 pLmol.l-1; 5 pL de ADN
y 3,5 uL de agua ultra pura estéril. Los oligonucleétidos que se utilizaron, corresponden a
una region altamente conservada del gen mecA de 310 bp, los primers usados fueron mecA-
Plus y mecA-Minus de las siguientes caracteristicas:

mecA-Plus: 5°-TGG CTA TCGTGT CAC AAT CG-3’ (Eurogentec®) y mecA-Minus: 5°-
CTG GAA CTT GTT GAG CAG AG-3’ (Eurogentec®). (Pascal Vannuffel, Houda
Ezzedine, Wauters, & Gala, 1995)
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Luego se hizo una desnaturalizacién inicial 94°C por 5min; Ciclado =30-35 ciclos de:94°C
30seg, 52° 30seg, 72°C 30seg; y extension final a 72°C por 5min. Los productos finales fueron
amplificados por gel de agarosa al 1%. La corrida electroforética se realizd a 100 voltios por
30 min. (Vegas, y otros, 2017) (Pascal Vannuffel, Houda Ezzedine, Wauters, & Gala, 1995)

2.10 Analisis estadistico

La informacion recogida de las fichas clinicas se levanté en una base de datos en el programa
Excel (Microsoft, 2015). La base de datos fue ordenada y procesada en el programa Infostat
(Infostat, 2020).

El analisis descriptivo se lo realizé a través de tablas de frecuencia y tablas de contingencia.
Ademas, se graficaron las variables mediante pasteles que permitieron representar la cantidad
de casos y mediante graficos de barras para determinar las frecuencias. Los datos fueron
sometidos a una prueba asociativa de Chi-cuadrado de Pearson (p<0,05).

Se establecid la presencia de Staphylococcus pseudintermedius y la presencia del gen de
resistencia mecA, en las muestras positivas para Staphylococcus pseudintermedius y se
determind la asociacion con la conformacidn del craneo de los perros muestreados. También
se estableci6 la asociacion de las muestras positivas con las variables intervinientes.
Finalmente se evalud la presencia de Staphylococcus pseudintermedius resistente frente a la
alteracion en la produccion lagrimal, mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una sola

direccion.
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CAPITULO 3. RESULTADOS

3.1 Andlisis de las frecuencias

El presente analisis estudia la presencia de Staphylococcus pseudintermedius de hisopados
corneales en perros sanos e identifica al Gen mecA de resistencia a la Meticilina de hisopados
corneales en perros positivos a Staphylococcus pseudintermedius.

De un total de 86 muestras obtenidas de 43 caninos sanos, se determind que un 33 % fueron
positivos para Staphylococcus pseudintermedius, observar en el Gréfico 1.

Gréfico 1. Presencia de Staphylococcus pseudintermedius en 86 muestras de caninos sanos.

B Positivos

@ Negativos

El Gréfico 2. Identifica la presencia del Gen mecA, dentro del total de la poblacion de
muestras estudiadas. En esta poblacion existe un 5% de muestras positivas a Staphylococcus
pseudintermedius y presentan al Gen de resistencia mecA en su composicion molecular,
frente a esto existe también una poblacion de 24 casos equivalentes al 28%, que siendo
positivas a la bacteria Staphylococcus pseudintermedius son negativas al gen de resistencia

mecA y la presencia de 67% de casos negativos.
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Gréfico 2 Presencia del Gen mecA, dentro de las muestras totales en caninos sanos.

B Positivos (-MecA)
@ Negativos

@ Positivos (+MecA)

En la Figura 1. Se aprecia la reaccion electroforética en gel agarosa del amplificado
especifico del gen mecA de los 3 individuos positivos al gen de resistencia.

paciente 1518-27
paciente 1518-31
paciente 1518-42

control (+)
control (-)

Figura9.  Amplificacion especifica del gen mecA en muestras obtenidas de
Staphylococcus pseudintermedius, previamente identificados en cada individuo,

mediante electroforesis en gel agarosa.

Fuente: Asqui (2024)
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Gréfico 3 Presencia del Gen mecA, dentro de muestras positivas para Staphylococcus pseudintermedius en caninos

sanos.

B S. pseudointermedius (-Mec)

B S. pseudointermedius (+Mec)

En el gréfico 3, representa la presencia especifica del Gen mecA dentro del total de muestras
positivas para Staphylococcus pseudintermedius, siendo el 14% positivas para el gen de

resistencia mecA.

3.2 Relacion de la presencia de Staphylococcus pseudintermedius con la Variables de
Estudio

Una vez establecida la presencia de la bacteria dentro de las muestras de hisopado corneal,
se establecio la presencia de Staphylococcus pseudintermedius, en la poblacion canina
estudiada y se realiz6 un analisis de la relacion existente entre los casos positivos para esta
bacteria con el sexo del animal, su edad y si han sido sometidos a un proceso de esterilizacion.
También se analizé si la ubicacion anatémica del ojo derecho o izquierdo de donde procede
la muestra y si existe alguna relacién que conduzca a identificar la presencia del Gen mecA,

en base a estas variables.
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Graéfico 4 Asociacion de la Presencia de Staphylococcus pseudintermedius con la Ubicacién de los Ojos del Canino.

34,9%

o Positiva Negativo
Derecho 15 28
lzquierdo 13 30
15,1% Chi2 0,21
Vvalor p 0,645

DERECHO IZQUIERDO

W Positivo ® Negativo

El gréafico 4. Representa cuantitativamente cuantos casos fueron positivos para la presencia
de Staphylococcus pseudintermedius en relacion a la ubicacion anatémica de los ojos del
canino, en dénde ocurrié un mayor nimero de aislamientos en el ojo derecho con 17.4% de
los casas frente a la izquierda con 15.1%, de los casos; estos valores fueron analizados
mediante una prueba de Chi? de Pearson, y en donde el valor p=0,645 (p>0,05), nos indica
que no existe una asociacién directa entre la ubicacion del ojo y la presencia de la bacteria.

Gréfico 5 Distribucién de Casos Resistentes a Meticilina (Gen mecA) en base a la ubicacién de los Ojos del Canino.

m Izquierdo

Derecho
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Grafico 5. De los cuatro casos identificados resistentes a la Meticilina debido a la presencia
del Gen mecA, dos fueron en el ojo izquierdo y dos fueron en el ojo derecho. Este analisis
llega a ser Unicamente descriptivo, debido a que reportamos 4 casos positivos al gen de

resistencia, y no existe una tendencia hacia una posicion del ojo.

Graéfico 6 Asociacion de la Presencia de Staphylococcus pseudintermedius con el sexo del Canino.

Positivo Negativo
5 Machos 6 20
Hembras 6 11
chiz 0,76
14,0% 14,0% Valer p 0,382

MACHOS HEMBRAS

m Positivo Negativo

Grafico 6. Representa cuantitativamente cuantos casos fueron positivos para la presencia de
Staphylococcus pseudintermedius en relacién al sexo del canino, en donde ocurrié el mismo
numero de aislamientos para los dos sexos (14% del total de casos reportados) aunque hubo
mas presencia de machos que hembras, por lo que numérica y proporcionalmente existen
mas casos de hembras positivas que de machos; estos valores fueron analizados mediante
una prueba de Chi? de Pearson, y en donde el valor p=0,382 (p>0,05), nos indica que no
existe una asociacion directa entre el sexo la presencia de la bacteria.

De los cuatro casos identificados resistentes a la Meticilina debido a la presencia del Gen
mecA, uno fue macho y dos fueron hembras. Este analisis llega a ser inicamente descriptivo,

debido a que solo hubo 3 individuos, y no existe una tendencia hacia un sexo en especifico.
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Graéfico 7 Asociacion de la Presencia de Staphylococcus pseudintermedius con la esterilizacion del Canino.

Positivo Negativo
Entero 10 27
pa— Castrado 2 4
Chi2 0,749
— valorp 0,102
ENTERO CASTRADO

W Positivo Negativo

Como muestra el Gréfico 7. Existe mayoria de animales enteros (86%) en relacion a los
animales castrados (14%). De los animales enteros el 23,3% fueron positivos para S.
pseudintermedius, y de los castrados un 4,7%. Por lo tanto, numéricamente existen mas
animales enteros que castrados, sin embargo al ser analizados mediante una prueba de Chi?
de Pearson, y el valor p=0,102 (p>0,05), nos indica que no existe una asociacion directa entre

el estado reproductivo del animal y la presencia de la bacteria.

Por otro lado, los 3 animales que presentaron el gen de resistencia MecA, fueron enteros.
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Gréfico 8 Asociacion de la Presencia de Staphylococcus pseudintermedius con la edad del Canino.

Positivo MNegativo

Cachorro 5

Joven 5 13
Adulto 2

Geridtrico 1 1
chiz 0,87

Valor p 0,832

CACHORRO JOVEN ADULTO GERIATRICO

M Positivo ® Negativo

Grafico 8. Muestra cuantitativamente los casos positivos de S. pseudintermedius en relacién
a la edad del animal. En este caso la mayoria de animales fueron cachorros y jovenes
existiendo mayor nimero de aislamientos en estos grupos. Proporcionalmente el mayor
namero de aislamientos se dio en animales geriatricos sin embargo al realizar el analisis de
asociacion entre positivos y negativos de acuerdo al grupo etario mediante la prueba de Chi?
de Pearson, se puede observar que no existe un valor de significancia p=0,83 (p>0,05), que
determina una asociacion entre la Edad y la presencia de la bacteria.

En este estudio Unicamente se encontraron genes resistentes a la Meticilina en animales

jovenes.
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3.3 Andlisis de la relacion de Staphylococcus pseudintermedius con la Conformacion

del Craneo.

La variacion de la conformacidn del craneo en los animales esté relacionada a cambios
genéticos en el animal, en este caso a continuacién se presenta la asociacion entre la
presencia del Gen mecA y de casos positivos a S. pseudintermedius con la forma del craneo.
En este estudio fueron positivas muestras de 2 ojos del mismo animal braquiocefalico, 7
ojos de animales mesaticefalico y 34 ojos de animales dolicocefalicos.

Gréfico 9 Relacion de la Presencia de Staphylococcus pseudintermedius con la Conformacién del Créaneo.

Positivo Negativo
Braguicefilico 1 1
Mesaticefalico 1 6
Dalicocefalico 10 24
chiz 1,16
Valor p 0,557
BRAQUICEFALICO MESATICEFALICO DOLICOCEFALICO

m Positivo m Negativo

Gréfico 9. Observamos la mayor distribucidon de casos en animales dolicocefélicos. Al hacer
un andlisis de la proporcion de estos casos de acuerdo al nimero de individuos mediante la
prueba de Chi? de Pearson, se puede observar que no existe un valor de significancia p=0,55
(p=0,05). A pesar de estos, resultados llama la atencion que el 50% de los casos

braquiocefalicos sean positivos a la bacteria.
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Gréfico 10 Distribucién de Casos Resistentes a Meticilina (Gen mecA) en relacién a la Conformacion del Craneo.

33,3% 33,3%

B Braquiocefalicos Mesaticefadlico M Dolicocefdlico ®

El grafico 10 demuestra que existe un caso de animal braquiocefalico, un mesaticefalico y
un dolicocefalico, esto representa un 33,3 % para cada tipo de forma de craneo. Esta
informacion es relevante ya que proporcionalmente la poblacion braquiocefélica de estudio
fue muy baja. Por lo tanto, no se puede determinar una asociacion significativa (p<0,05) pero
si se puede destacar que, aunque hubo dos individuos braquiocefalicos uno salié positivo
para S. pseudintermedius y con presencia del gen MecA.

3.4 Andlisis de la asociacion de S. pseudintermedius con la produccion lacrimal.

De acuerdo a los resultados obtenidos al medir la produccion lagrimal de cada individuo
mediante el test de Schirmer tipo 1 se someti6 a una prueba estadistica paramétrica para
evaluar y analizar si las variables estudiadas se relacionan con el aumento o deficiencia de la
produccion lagrimal de los ojos de cada individuo. En las siguientes tablas y figuras se

representan este analisis.
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Gréfico 11 Asociacion de la Presencia de Staphylococcus pseudintermedius con la produccién Lacrimal.

Positivo Negativo
Conteo Alto 10 18
. Conteo Bajo 16 42
chiz 0,59
Valorp 0,441

CONTEO ALTO CONTEO BAJO

® Positivo Negativo

El grafico 11, resume la asociacién de S. pseudintermedius en relacién a la produccion
lagrimal determinado por el Test de Schirmer, en este caso no se pudo observar diferencias
estadisticas mediante la prueba de asociacion de Chi?, sin embargo, se pudo establecer que
la mayoria de animales tuvieron una baja produccion lagrimal (57.4%), mientras existié un
menor nimero de animales con produccion lagrimal alta (32.6%). En esta investigacion la
presencia de estafilococos no se asocia con la produccion lacrimal, p=0,44 (p>0,05), pero el
100% de los casos resistentes a Meticilina (Gen mecA) tuvieron una produccion lagrimal alta.

Tabla 7 Andlisis de la produccién Lagrimal en relacién a la Posicién Anatémica del Ojo.

Ojo n Media D.E. Valor p
Derecho 43 19,09 1,16

0,870
Izquierdo 43 19,33 1,16

* p<0,05 presenta diferencias significativas

Tras el analisis de la posicion anatomica del ojo en relacion a la produccion lacrimal
(ANOVA de una Via), establecid que no existen diferencias entre las variables p=0,87
(p>0,05), del total de muestras tomadas (n=86), por lo que la posicién del ojo no afecta la
produccion lacrimal, segun el test de Schirmer tipo 1, segin se observa en la tabla 7.

66



Tabla 8 Andlisis de la produccién Lacrimal en Relacion al Sexo.

Sexo N Media D.E. Valor p
Macho 26 19,50 6,09

0,613
Hembra 17 18,76 7,25

* p<0,05 presenta diferencias

significativas

El analisis del Sexo en Relacidn a la produccion Lacrimal (ANOVA de una Via), establecio

que no existen diferencias entre las variables p=0,61 (p>0,05), del total de individuos (n=43),

por lo que el sexo no afecta a la produccion lacrimal, segun el test de Schirmer, segin se

observa en la tabla 8.

Tabla 9 Andlisis de la produccién Lacrimal en Relacion a la Esterilizacion.

Esterilizado n Media D.E. Valor p
Castrado 6 20,83 4,55

0,357
Entero 37 18,95 6,76

* p<0,05 presenta diferencias

significativas

El anélisis de los animales esterilizados en Relacidn a la produccién Lacrimal (ANOVA de

una Via), establecié que no existen diferencias entre las variables, p=0,35 (p>0,05), del total

de individuos (n=43), por lo que el proceso no afecta la produccion lacrimal, segun el test de

Schirmer, segln se observa en la tabla 9.

Tabla 10 Analisis de la produccion Lacrimal del Ojo en Relacion a la Edad

Edad n Media D.E. Valor p
Cachorro? 16 15,47 6,50
Joven® 18 20,22 577

0,001
Adulto® 7 24,79 3,75
Geriatrico® 2 20,5 4,12

* literales diferentes (p<0,05)

presenta diferencias significativas
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El analisis de los animales esterilizados en Relacidn a la produccién Lacrimal (ANOVA de
una Via), establecié que si existen diferencias entre las variables (p<0,01), del total de
individuos (n=43), por lo que el test si se ve afectado el grupo etario, donde los cachorros
tiene un menor flujo lagrimal (15,47+6,50), frente a animales adultos, segun se observa en la
tabla 10. En base a esto se realizé un analisis de correlacion de Pearson (p<0,05), entre las
variables Edad medida en meses y produccion lagrimal, determinandose un nivel moderado
de relacion (r=0,46) entre las mismas, segin se observa en el grafico 12, donde se puede
observar que a mayor edad mayor produccién lacrimal, aunque esa distribucion se ve
afectada conforme los animales se vuelven geriatricos, sin llegar a ser significativa (p>0,05).

Gréfico 12 Distribucion de la Correlacion (r) entre Edad y produccién Lacrimal.
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3.5. Relacidn de la presencia de Staphylococcus pseudintermedius resistente (Gen

mecA) con la produccidn lacrimal y la Conformacién del Craneo.

El analisis final establece la relacion de la presencia de Staphylococcus pseudintermedius
resistente (Gen mecA) con la produccidn lacrimal y la Conformacion del Craneo. La primera
tabla redne en el ANOVA, las medias de la produccion lagrimal y determina si existen o no
diferencias significativas y la segunda realiza en mismo analisis, pero en relacién a la
Conformacion del Craneo.
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Tabla 11 Analisis de la produccién Lacrimal del Ojo en Relacion a los casos de Staphylococucus

Staphylococcus n Media D.E. Valor p
Negativo 58 19,21 6,14
Positiva (Mec -) 24 18,58 7,78 0,462
Positiva (Mec +) 4 23,00 2,94

* p<0,05 presenta diferencias significativas

Las medias de la produccion lacrimal en relacion a la identificacion de casos positivos en

hisopados de cornea de caninos, nos indica valores superiores en los casos Positivos de mecA

(23,00+2,94) sobre el resto de la poblacion: Positivos pero negativos a mecA (18,58+7,78),
y Negativos (19,21+6,14), sin que existan diferencias significativas p=0,46 (p>0,05) entre

los Casos.

Tabla 12 Anélisis de la produccién Lacrimal del Ojo en Relacién a la Conformacién Craneal.

Staphylococcus n Media D.E. Valor p
Braquiocefalico 2 21,50 3,11
Mesaticefalico 7 21,71 5,37 0,201
Dolicocefalico 34 18,56 6,76

* p<0,05 presenta diferencias significativas

Las medias de la produccion lacrimal en relacion a la identificacion de casos positivos en

hisopados de cérnea de caninos, nos indica valores inferiores en los casos Dolicocefalico

(18,56+6,76) sobre el resto de la poblacion: Braquicefalico (21,50+3,11), y Mesaticefalico

(21,71+5,37), sin que existan diferencias significativas p=0,2 (p>0,05) entre los casos.
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CAPITULO 4. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Esta investigacion se basa en el reporte de los fragmentos gendémicos, asociados a la presencia
de Staphylococcus pseudintermedius, mismos que fueron aislados e identificados, para su

reconocimiento.

Mediante el uso de primers especificos usados en publicaciones de investigacion de alto
impacto para S. pseudintermedius y su gen de resistencia mecA, se identificé a través, de la
técnica de PCR tipo Nested a esta bacteria, dando severidad y certeza a los resultados
obtenidos en este estudio (Yang, et al., 2017).

Este estudio identificd que el 33% de la poblacion fueron positivas para S. pseudintermedius,
casi similar al 21 % aislado en Yangzhou, China. (Wang et al., 2022) Pueden existir
variaciones relacionadas al nimero mas alto de muestras recolectadas en el estudio de China
(119 muestras), siendo relativamente mayor que en nuestro estudio. (Soimala, y otros, 2020)
En otro estudio aislaron 39,6% de S. pseudintermedius de ojos enfermos, este valor es casi
similar al hallado en nuestro estudio, por lo tanto, la presencia de esta bacteria es casi similar
cuando hay alteraciones oftalmolégicas, cuanto el ojo del individuo es sano, dandonos a
entender que la bacteria es oportunista y su presencia en el microbioma ocular es de valor

diagnostico (Tanawana et al., 2020).

Es relevante mencionar que, en la investigacion realizada en Ecuador por Robles en el 2019,
identifico a S. pseudintermedius en el 86% de muestras nasales y 76% en muestras perianales
en perros sanos. En nuestro estudio se identificd 33% de S. pseudintermedius en hisopados
oculares de perros sanos. Entendiéndose que en la nariz es mas predisponente esta bacteria
que en otras zonas, ya que esta estructura anatdmica mantiene mayor contacto con
superficies, mucosas de otros animales e incluso personas. A diferencia de los ojos, que son

estructuras anatdbmicas menos expuestas y mas protegidas. (Robles, 2019)

El 5% del total de muestras obtenidas en este estudio presentaron el gen de resistencia mecA,
contrario al encontrado por Mouney et al. (2013) donde mencionan la presencia del 1.6% de

S. pseudintermedius aislados en perros sanos en su estudio, siendo mayor la presencia de esta
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bacteria en nuestro medio. También difiere con los establecidos en otras especies y otros

6rganos.

La presencia de este gen alcanza el 40% en infecciones de la piel y pioderma (Griffeth, et al.,
2008) inclusive datos reportados en gatos sanos ascienden al 75% y en enfermedades

dérmicas alcanza el 87% (Galarce, et al., 2016).

Se ha determinado que la mayoria de perros sanos estdn colonizados por Staphylocccus.
pseudintermedius, en piel 0 mucosas. Aproximadamente el 10% de S. pseudintermedius
fueron resistentes para Meticilina (Diana et al. 2019). Cifra casi similar, ya que, en nuestro
estudio se observa que el 14 % de S. pseudintermedius presentaron el gen de resistencia
MecA, en ojos de perros sanos. Pero es diferente al 36% estudio reportado por Kang & Chae
(2014) en Corea. Y el 7,9% encontrado en un estudio realizado en Berlin, Alemania (Soimala,
y otros, 2020).

Esta diferencia podria estar relacionada a que los individuos estudiados en Corea tuvieron
enfermedades oftalmoldgicas. Pero confirma que S. pseudintermedius es altamente
especifica del huésped y es posible la transmision de piel al ojo. (Kang & Chae, 2014)

[En Ecuador se concluyo que el 65,3% de S. pseudintermedius de las muestras tomadas de
diferente a lo analizado en nuestro estudio donde

perros sanos fueron meticilino resistentes,

encontramos 14%. Puede diferir porque las muestras fueron tomadas de mucosa nasal y
perianal, lugares donde la presencia de esta bacteria es mucho mayor. (Robles, 2019)

Esto realza los datos obtenidos en esta investigacion ya que permite comprender la
importancia de cada especie y cada ambiente en la presencia de casos, donde se aprecia
valores diferentes dependiendo la localizacion de toma de muestra y su geografia.
Acercandonos a la realidad que encontramos en nuestro pais.

En esta investigacion no se pudo evidenciar un efecto de la posicion del ojo, dentro de la
poblacion o los casos positivos hacia el gen, dada por un valor p=0,645. Siendo similar a los

encontrados en estudios anteriores. (Faghihi y Rajaei, 2023)

Faghihi y Rajaei, (2023) realizaron un estudio utilizando el Test de Schirmer y evaluando su
relacion con los mismos factores de esta investigacion. Dentro de sus resultados no

encontraron mayor relacion con la edad, ni con ninguna de las otras variables de clasificacion
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del canino como sexo, estado reproductivo o lateralidad ocular, exceptuando la conformacion

del craneo donde se observo mayor nimero de problemas en caninos Braquiocefalicos.

Conforme el animal va creciendo la actividad lagrimal va variando, de forma ascendente y
conforme el animal se vuelve geriatrico este produce menor cantidad de lagrimas. En esta
investigacion se pudo relacionar de forma moderada la edad con la cantidad en lagrimas
producidas (r=0,46).

En relacion a la edad, Broadwater, et al., (2010) determinaron una variacion de la produccion
lacrimal en relacion a las semanas de nacido del animal, lo que esté asociado a los resultados
de nuestra investigacion donde los animales mas jovenes presentaban valores menores

(15,47+6,50 mm/min) de produccién lacrimal que al resto del grupo.

El Test de Schirmer tipo 1, permite evaluar la produccion lagrimal de los caninos, y
relacionarlos con una enfermedad oftalmoldgica. Valores inferiores a 15mm/min, estaba
asociados a este tipo de enfermedades, sin embargo, al momento de aislar la bacteria de
Staphylococcus spp, no se evidencid una asociacion entre cantidad de lagrimas con la
presencia de la bacteria. Es importante destacar que esta investigacion se enfocd en
identificar la presencia / ausencia de la bacteria, mas no su carga, ademas la poblacion de
muestreo eran perros clinicamente sanos.

Con respecto a la conformacién del crneo de los individuos, los braquioceféalicos son
propensos a presentar enfermedades oculares, y alteraciones en su microbioma ocular, debido
a sus factores morfoldgicos predisponentes como la presencia de pliegues nasales que, en
algunos casos tiene contacto con la cornea, también presentan un aumento del 10% en el
ancho de su apertura palpebral dejando mayor tejido escleral expuesto (Suter, Voelter,
Hartnack, Spiess, & Pot, 2017).

Si bien el resultado de este estudio no llega a ser concluyente estadisticamente, por los pocos
casos de individuos braquiocefalicos, se identificé un caso de S. pseudintermedius y con el
gen de resistencia mecA. Estos datos podrian generar futuras de investigaciones especificas
en este tipo de animales que corroboren los datos de Faghihi y Rajaei, (2023), quienes indican

que los braquiocefalicos son mas predisponentes a padecer patologias oftalmoldgicas y
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nosotros concluimos que probablemente es mas propenso a contener esta bacteria por

contacto de sus pliegues a la cérnea y su cercania con la mucosa nasal a los 0jos.

Las investigaciones relacionadas a los factores ambientales con enfermedades
microbioldgicas o nosocomiales son escasas en el pais y no establecen una asociacion con
los factores intrinsecos del animal. Tal es el caso que en humanos a nivel ocular no existe
evidencia relevante sobre el efecto del sexo u otros factores generales sobre la presencia de
bacterias resistentes (Ju Lee, et al., 2022). Es importante sefialar este punto debido al
potencial zoonético de estas bacterias (Tabatabaei, et al., 2020), por lo que el comprender su
presencia en cualquier especie, conduce a un mejor entendimiento de su impacto y riesgo de
trasmision (Zhang, et al., 2011). Es por esto, que se deberia descartar factores predisponentes
como sexo o edad en la prevalencia de bacterias resistentes y enfocarse mas en los factores

ambientales de trasmision (Souza Silva, et al., 2022).

73



CONCLUSIONES

La identificacion de Staphylococcus pseudintermedius y de su Gen mecA, por medio de
técnicas moleculares (PCR) o MALDI-TOF, cada vez estd mas disponible para los Médicos
Veterinarios y es la mejor alternativa para el correcto uso de antibidticos en Medicina
Veterinaria.

Se identifico que el 33 % de la poblacién muestreada presenté Staphylococcus
pseudintermedius Yy, de este grupo, el 14% de Staphylococcus pseudintermedius presento el
gen de resistencia MecA. Concluyendo que se encuentra presente de manera saprofita en la
cérnea de perros sanos. Es importante recordar que esta bacteria es oportunista, y cuando
existen las condiciones puede generar enfermedades en la conjuntiva ocular e inclusive se ha

reportado casos de queratitis bacteriana.

En el estudio realizado, no existe relacion con la presencia de Staphylococcus
pseudintermedius resistentes a Meticilina con la produccién lagrimal medidos por el test de
Schirmer tipo 1 de los ojos muestreados. Tampoco existe relacion con la edad, sexo,
lateralidad anatomica del ojo, conformacién del craneo y estado reproductivo del individuo.

En cuanto a la relacion entre la conformacion de craneo de los perros muestreados y la
presencia de S. pseudointermedius resistente a las Meticilinas se report6 un caso de un animal
braquiocefalico, sin embargo, no es concluyente, ya que en la investigacion la poblacion de

animales con esta caracteristica fenotipica fue escasa.
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RECOMENDACIONES

[Realizar estudios mas profundos del microbioma ocular y sus zonas geograficas en el
Ecuador, para identificar prevalencias y fomentar programas de salud que prevenga el
desarrollo de esta bacteria y salvaguardar la salud ocular.\

Estudiar la prevalencia exclusivamente con animales braquiocefalicos y determinar si esta
condicién conformacional del craneo, el contacto que tiene sus pliegues nasales con la cornea
y su cercania con las fosas nasales influye en la tasa de presentaciéon de Staphylococcus
pseudintermedius y su gen de resistencia mecA.
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ANEXOS

Anexo 1. Algoritmo de identificacion de Staphylococcus spp.
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S. Pseudointermedius S. Aureus

Respaldo de la cepa
BHI + Glicerol

Fuente: Laboratorio de Bacteriologia y Micologia FMVZ-UCE
Fuente: Modificado de Quinn Patrick et al., 2011; Bannoehr & Guardabassi, 2012
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Anexo 2. Datos para muestreo
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Anexo 3. Ficha de examen oftalmoldgico

MVZ. GABRIELA MEJIA FREIRE MSc.
Registro SENESCYT: 1007-2020-2233525

MAGISTER EN MEDICINA CANINA Y FELINA
DIPLOMADO EN OFTALMOLOGIA VETERINARIA

CUENCA-ECUADOR

Informe de Examen Oftalmico

Globo ocular

Refiejos

PIO

Ap. Lagrimal

Parpados

3* Pérpado

Conjuntivas

Cdrnea
esclerdtica

[Paciente: [Prapiedaria;

Espeds: Taléfono:

Raza: Esleriizado:

Edad: Vacunas:

Sano: Enf. Pravias:

Fecha: Mofva de consulta:

Ficha #:

Ojo Derecho Ojo zquierde
Clnormal Olestrabisma  Olpfisis bulbi ORetropulsidn | Clnormal Oestrabisma  Clpfsis bulbi CIRetropulsiin
DExpfialmia  Clenofisimia  Oimicrofisimia  DOlbulfiaimia | OExofialmia Dlenoftalmia  Olmicroftalmia  Clbutftalmia
[Pupilar Directo O «2seg  Ollemio O eusente [Pupilar Directo O «2seg  Ollemio O eusente
Pupiler Comsensual [0 <2seg  Cllenfe O ausente Pupiler Comsensual [0 <2seg Ollente O ausente
[Palpabral Cinoemal  Clparcial  Clausanis [Palpabral Cinoemal  Oparcial  Clausanis
Desumbramiento Clnoomal  Oldisminuido  Clausents Desumbramiento Clnoomal  Oldisminuido  Clausents
Raspuasta a la amanaza O normal [ ausents Raspuasta a la amanaza O normal [ ausents
mmHg mmHg

Onormal O epifora  Test de Schimer: mmimin Onormal O epiiora Tast de Schimer: mmimin
BUT: zag T.Jones: min  CMicro Puntos BUT: zag T.Jonas: min CIMicro Punios
o_ o_

[ acuosa 1 mucoide O purulerda  Cladheandas | O acuosa 1 mucoide O purulerda  Cladheridas

O nomales [ triquiasis Cdistiquiasis O biefaritis

Oalopecia Cedema O blsfarospasmo DDiamants
O entropian
0 necplasia OO

[ Triguiasis Canincula

O normales O triquiasis Cldisfiquisss [ blefariis
Oalopecia Cedema O blsfarospasmo DDiamants
O entropadn O Triquiasis Canincula

0 necplasia OO

O nommales [ prolapso Glandula O eversian  Clprotrusidan
Dldespigmentado O C. Folicular O

O nommales [ prolapso Glandula O eversian  Clprotrusidan
Oldespigmentado O C. Folicular O

O mnomales [ vasos suparficales [ vasos profundos
Crquemasis O foliculos linfoides. O

O momales [ vasos suparficales [ vasos profundos
Ciquemasis O foliculos linfoides.

O normales Oedema [ endoieliis Clpigmaniada

O vascularizeatn [ superficial Clprofunda
Fluaresceina Rosa de Bengala

DOlcara superficial I Ulcera profunda O Descameiocele
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Qio Derecho Ojo [zguierda

Wiz Color Cnarmal O____ Color Cnomal o___
Pupila Cinormal Oliregular  Cldiscordia Pupila Cinomal Oimaguiar  Odiscordia
Omidriasis Omiosis  Clbinques  CIm. pupilar COOmidriasis Omiosis  Olbioguee  Clm. pupiar
Dlatofia Oiridonesis Dbloques Clrubecsis Disinequias | Clabrofa  Dlinidonesis Clbloguec Cirubeosis  Dsinequias
Camaras [nommales Ohipopidn  Clhifema  Clfibwina CInormales Ohipopian  Olhifema  CIfibeina
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Vitreoy - CInormal evaluado sin midniasis Cno evaluable : Onammal evaluado sin midniasis Cno avaluable
Fondo de Qjo  Humor Vitree: Humar Vitreo:
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(

(OO

[ Ecografimocuar [ Elecirarstinograma [ Examen de Sangre

A

Exémenes
Complementarios

Diagnastico

Tratamiento

Control

Prondstico para la

Visién CIFevorable CResenvade 3 favorable  [1Reserveda & desfavorable  [Desfavorable

Fuente: Mejia, 2021.
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Anexo 4. Protocolo de PCR para deteccion del gen mecA en aislamientos de

Staphylococcus spp
Minntenn de Sabed
& Argentina

mech

Protocolo de PCR para la deteccion del gen mecA en
aislamientos de Staphylococcus spp.

Nombre primer Gen Secuencia 5 -3

MEC-A-Plus oA TGG CTATCG TGT CAC AAT CG

me
MEC-A-Minus CTG GAA CTT GTT GAG CAG AG
Tamafio amplicon Clclado
Desnaturalizackén inicial = 84*C por Smin;
310 pb Ciclado =30-35 ciclos de:94°C 30seg — 52° 30seg - T2°C 30seg;
Extansidn final = 72°C por Smin

Reaccidn de PCR —> Vol. final = 25ul

Reactivo I Volumen
ADM 25ul
Bluffer 10X 25ul
MgCLZ (50 mbA) 0,75 ul
dMTP s (10 mi) 0.5 ul
Tag pol (SUVI) 0,15 ul
Primer Fonssard (10 ph) 0.5 ul
Primer Rewversa (10 ph) 0.5 ul
H20 17,6 ul

Vol. Final 25 ul

Referencia

Wannuffel et al. Jowmnsal of Clinical Microbiclogy. 1995 33:2884-2887T
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