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Resumen

El Cassette génico SCmecA en Staphylococcus pseudintermedius, el principal
causante de pioderma en perros, se ha asociado con formas de resistencia que no
se pueden contrarrestar con el uso de farmacos, lo que ha obligado a encontrar
alternativas al uso de antibioticos. En el presente estudio se valor¢ la eficacia y
seguridad de un jabén ozonizado como tratamiento de pioderma canino.

Se evaluaron lesiones cutdneas y se tomaron muestras para citologia de quince
perros del servicio de Dermatologia del Hospital Veterinario de Especialidades
UNAM. Su extension se clasifico con una escala de 0 a 4. Se tomaron muestras
para cultivo bacterioldgico y antibiograma y se indic6 un bafio 3 veces por
semana con un jabon ozonizado. Se revisaron a los 10 dias y a los 20 dias. Se
realiz6 el andlisis estadistico descriptivo y se realizo un analisis de Friedman
que considerd cada observacion / sitio anatomico, como un bloque y a los tres
tiempos de valuacion (dias 0, 10 y 20) como tratamientos experimentales.

El coeficiente tau de Kendall relaciond la citologia con la extension de lesiones.
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Los valores méas bajos en la extension de lesiones fueron mas frecuentes en el
dia 20 del estudio. Los hallazgos de infeccidn en la citologia se comportaron de
forma semejante. El andlisis de Friedman corroboro esa tendencia (p= 3,28 10-
14), al igual que el coeficiente tau de Kendall (p=0,000228). Los resultados del
estudio mostraron que el jabon ozonizado puede ser una opcion en el tratamiento
del pioderma canino.

Abstract

The SCmecA gene cassette in Staphylococcus pseudintermedius, the main
cause of pyoderma in dogs, has been associated with forms of resistence tan
cannot be counteracted with the use of drugs, wich has made it necessary to find
alternatives to the use of antibiotics. In the present study, the efficacy and safety
o fan ozonated soap as a treatment for canine pyoderma was assessed.

Skin lesions from fefteen dogs from Dermatology service forthe UNAM Verinary
Hospital were evaluated and samples were taken for cytology. The extension of
both was classified on a scale of 0 to 4. Samples were taken for bacteriological
culture and antibiogram, and bathing 3 times a week with ozonated soap was
indicated. They were reviwed at 10 days and 20 days.

Descriptive statitistics were estimated and a Friedman analysis was performed
that considered each observation/ anatomical side as a block and the 3 evaluation
times (days 0, 10 and 20) as experimental treatments. A Kendall tau coefficient
related cytology to the extent of lesions.

The lowest values in the extent of lesions were more frequent on day 20 of
the study. The findings of infection in the cytology behaved in a similar way.
Fridman’s anaylis corroborated this trned (p= 3.28 10-14), as well as Kendall
tau coefficient (p= 0.000228).

The results of the study show that ozonized soap can be an option in the treatment
of canine pyoderma.

Keywords: canine pyoderma, superficial bacterial folliculitis, Staphylococcus
pseudintermedius, ozone, ozonized oil, antibiotic resistance
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Introduccion

a foliculitits bacteriana superficial es,

probablemente, la presentacion clinica mas

frecuente de pioderma canino. Este ultimo,

puede tener diferentes presentaciones; para
todas ellas, Staphylococcus pseudintermedius es el
principal agente etioldgico (Ferrer et al., 2021; Sasaki
et al., 2007). El aumento en la prevalencia de cepas
meticilina resistentes no puede explicarse inicamente
con la produccion de beta- lactamasas, pues las que
produce Staphylococcus pseudintermedius tienen,
principalmente, espectro reducido. Sin embargo, se
ha determinado que la adquisicion del casete génico
SCCMecA que tiene el material genético que codifica
una mutacion en proteinas que se unen a la penicilina,
es la principal causa de multi- resistencia o extensivo-
resistencia en la bacteria (Moodley et al., 2014). Lo
anterior, ha motivo la busqueda de nuevas formas
de tratamiento distintas al uso de antibioticos; varios
tratamientos se han propuesto en ese sentido, entre
ellos, se encuentra el ozono (Zamora et al., 2016; Cain,
2013; Elvis y Ekta, 2011).

El ozono es una forma alotropica del oxigeno. Se ha
usado en el tratamiento de una amplia variedad de
afecciones como dolor vertebral, cancer, infecciones
sistémicas, inflamacion cronica, entre otras. Seglin
diversas investigaciones, puede tener efectos
antibacterianos, antifiingicos, inmunorreguladores y
regenerativos en la piel. La dificultad ha consistido en
poder aplicar un gas tan inestable sobre la superficie
cutanea (Scwhartz, 2012).

La reactividad del ozono con diversos compuestos,
entre ellos aceites vegetales, ha permitido la generacion
de moléculas mas estables, como perdxidos y aldehidos,
que pueden almacenarse y aplicarse con mayor
facilidad sobre la piel (Bocci, 2006). No obstante, ain
es necesario procurar limpieza a la superficie entre cada
aplicacion de aceite. Con el fin de combinar la limpieza
y el efecto microbicida del ozono, se han usado jabones
ozonizados, si bien la efectividad de su empleo consiste
principalmente en reportes anecdoticos.

El ozono oxida proteinas estructurales y funcionales
de la pared celular y el citoplasma bacterianos. Lo
anterior lo consigue al liberar oxigeno naciente, lo
que causa la inactivacion bacteriana por lisis osmotica
(Mauro et al., 2019). El presente trabajo tuvo como
objetivo evaluar la eficacia del jaboén ozonizado
para reducir la extension de lesiones y los hallazgos
citologicos de infeccién en perros afectados con
foliculitis bacteriana superficial.
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Materiales y métodos

El trabajo fue aprobado por el Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de los Animales de experimentacion
(CICUAE). Se seleccionaron 17 perros del Servicio
de Dermatologia del Hospital Veterinario de
Especialidades, Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia, Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico.

Animales

Los perros fueron examinados por el responsable
del proyecto (OMP); se seleccionaron aquellos que
presentaban lesiones consistentes con pioderma
superficial en el examen dermatoldgico, por ejemplo,
papulas, pustulas, costras, alopecia, descamacion y
collaretes epidérmicos. Se realizaron citologias de la
superficie, en busqueda de bacterias (cocos) (Morris
et al. 2017; Gortel, 2013), raspado cutaneo (descarte
de acaros demodécicos) y tricografia para descartar
dermatofitos (hifas y esporas) (Loeffler, 2018; Bloom,
2014). Se incluyeron perros de cualquier raza, edad
y sexo. Los pacientes que recibieron tratamiento con
antimicrobianos -topicos o sistémicos- las cuatro
semanas anteriores a la revision inicial, fueron
excluidos del estudio (Fadok y Irwin, 2019).

Primera visita

En la revision inicial se realizé examen fisico general
y examen dermatolégico. Si las lesiones cutaneas y
los hallazgos en la citologia eran compatibles con
pioderma superficial, se solicitd autorizacion del
propietario para ingresar a su perro al estudio.

La extension de las lesiones se clasificO en una
escala de 0 a 4 en cada area evaluada (cabeza, cuello,
dorso, térax, abdomen, pecho, cuatro extremidades y
perineé), de la siguiente manera: 0= ninguna; 1= < del
25% del area afectada; 2= 25 — 49% del area afectada;
3= 50- 74% del area afectada; 4= 75- 100% del area
afectada (Rybnicek et al. 2012).

Los hallazgos en la citologia también se clasificaron
en una de cinco opciones: 0= Ninguno; 1= bacterias y
células inflamatorias ocasionales, localizadas después
de una cuidadosa busqueda; 2= bacterias y células
inflamatorias en pequefia cantidad, pero encontradas
sin dificultad en la laminilla; 3= bacterias y células
inflamatorias en grandes cantidades; 4= bacterias y
células inflamatorias incontables (Budach y Mueller,
2012). »
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Las muestras se tifieron con tincion tipo Romanows-
ky (hemocolorante rapido, Laboratorios Hycel de
Meéxico, S.A. de C.V.) y se examinaron al microsco-
pio con objetivo de inmersion (100X).

Se tomaron muestras para realizar cultivo
bacterioldgico con la finalidad de identificar el
género bacteriano involucrado en la infeccion, antes
de iniciar el tratamiento. Las muestras se obtuvieron
mediante punciéon con aguja delgada de una pustula
intacta o mediante la toma de biopsia cutanea y
maceracion de la dermis (Hillier er al. 2014). El
material obtenido se proceséd inicialmente en el
Laboratorio de Biologia Molecular, Departamento
de Microbiologia, FMVZ, UNAM.

Se sembraron placas con agar sangre y agar manitol
sal. Una vez identificadas las colonias compatibles
con Staphylococcus (colonias pequeiias, blancas,
mucoides) se hizo una tincion de Gram en donde
se confirmo la presencia de cocos Gram positivos,
agrupados en racimos (Morris et al. 2017; Barrow et
al. 1993). Las colonias se conservaron en leche con
glicerol al 20% o en caldo Brucella con glicerol al
15% y se congelaron a -70°C (Tuttle et. al. 2021).

Posteriormente las colonias fueron sembradas
nuevamente en agar manitol sal y agar Luria
Bertani; se incubaron a 37°C durante 24 h y se
realizaron pruebas bioquimicas en el Laboratorio
de Patogenicidad Bacteriana del Hospital Infantil de
Meéxico “Federico Gomez”.

Una nueva tincion de Gram mostré cocos Gram
positivos agrupados en racimos. Con dicha
informacién se procedi6 a realizar pruebas de
catalasa, coagulasa, fermentacion de manosa,
lactosa, trehalosa y manitol (anaerobio) (Morris et
al. 2017; Clinical and Laboratory Standards Institute
[CLSI], 2018).

Se realizd antibiograma mediante la prueba de
difusién en disco, midiendo la sensibilidad de los
cultivos contra amoxicilina-clavulanato, cefoxitina,
ceftriaxona, oxacilina, clindamicina, ciprofloxacina,
tetraciclina, gentamicina y polimixina B (esta ultima
como complemento de las pruebas bioquimicas). %
10.22 T os resultados se interpretaron de acuerdo con
los criterios del Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) (CLSI, 2018). En todos los casos se
us6 una cepa de Staphyloccus aureus ATCC 29213
como control positivo.
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Tratamiento

Se entregaron dos jabones ozonizados (Oxitopicvet®,
Ozilab S.A. de C.V.) a cada propietario, con la
indicacion de bafiar con ellos a su perro tres veces por
semana, de acuerdo con las siguientes instrucciones: 1)
Bafiar al perro con el mismo jabén, con la finalidad de
remover suciedad de la superficie; 2) Volver a aplicar el
jabon, realizando un suave masaje hasta hacer espuma;
3) dejar actuar 10 min; 4) Enjuagar abundantemente.
Se pretendi6é que se realizaran 3 bafios por semana, de
tal manera que cada paciente completara un total de 9
bafios (Fadok y Irwin, 2019).

Seguimiento

Se programaron dos visitas de seguimiento, a los 10 y
a los 20 dias de iniciado el protocolo. En cada una de
ellas, se tomaron fotografias y se clasificaron las lesiones
cutaneas y los hallazgos en la citologia de la manera
descrita en la revision inicial. Ademas, se pregunto a los
propietarios si observaron incremento en el prurito o en
el eritema.

Analisis estadistico

Se realizd una prueba de Friedman (significancia del
99%) en el cual se consider6 el valor de las lesiones por
perro y zona anatomica como bloque (en total fueron 89
bloques) y los tiempos de aplicacion del jabon (es decir,
dias 0, 10 y 20) como tratamientos (3 tratamientos). Los
datos se aproximaron con una Xi cuadrada, para lo que
se uso el programa Excel® (Microsoft, Inc). Se calculo
el coeficiente tau de Kendall para estimar la correlacion
entre la presencia de lesiones cutineas y los hallazgos
citologicos de infeccion. Se emple6 para ello el programa
Spss® Stadistics 26 (IBM, Inc, 2019).

Resultados

Se incluyeron 17 perros en el estudio. Sin embargo, dos
de ellos fueron excluidos por no acudir a revision y no
completar el protocolo. De los 15 que si lo completaron,
5 fueron machos y 10 hembras. El intervalo de edades
fue de 2 a 15 afios, con una mediana de 8 afios y una
media de 7 afos. El intervalo de peso fue de 1,5 kg a
33,6 kg, con una mediana de 9,7 kg y una media de 12,0
kg. Las razas de los perros fueron: sin raza definida ©;
Bull dog francés @; Schnauzer estandar @; Shi tzu @,
Yorkshire terrier ; American staffordshire terrier ;
Weimaraner V; Chihuahuefio ; Cobrador dorado @ .
(Tabla 1). Se puede apreciar un rango muy amplio en
la edad y en el peso. Las diferencias en raza podrian ser
un reflejo de la predisposicion a presentar dermatitis
atopica, la cual fue, con toda claridad, la enfermedad
primaria predominante. »
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Tabla 1. Descripcion de las caracteristicas de los animales involucrados en el estudio.

Edad Peso

Raza

Enfermedad primaria
(nimero de casos)

Intervalo: 2- 15 afnos
Mediana: 8 afios
Media: 7 anos

Intervalo: 2- 15 anos
Mediana: 8 afos
Media: 7 anos

Sin raza (3)

Bull dog francés (3)

Shi tzu (2)

Schnauzer estandar (2)
Yorkshire terrier (1)
Chihuahuefio (1)

American staffordshire terrier (1)
Cobrador dorado (1)
Weimaraner (1)

Dermatitis atépica (13)
Demodicosis juvenil (1)
Hipercortisolismo (1)

Respecto a la extension de las lesiones, el valor mas
alto (valor 4) fue mas frecuente en la valoracion
inicial (tiempo 1), mientras que el valor mas bajo
(valor 0) ocurrié con mayor frecuencia después de 20
dias (tiempo 3) de usar 3 veces por semana el jabon
ozonizado. (Fig. 1).

De forma similar, la evaluacion de las citologias indico
que los hallazgos de infeccion fueron mayores (valor
4) en la evaluacion inicial (tiempo 1) y menores (valor
0) a los 20 dias (tiempo 3) de usar el jaboén ozonizado 3
veces por semana. (Fig. 2).

En la Fig. 1, se aprecia que el nimero de casos con
valor 0 de lesiones fue mayor a los 20 dias de aplicarse
el jabon ozonizado tres veces por semana, a diferencia
de los otros dos tiempos de evaluacion (Dia 1 y dia 10).
Asimismo, los valores que indican mayor extension de
lesiones (3 y 4) tuvieron una sumatoria menor en el dia
20, a comparacion de los otros dos dias.

En la Fig. 2, se observa que el valor asignado a un
mayor hallazgo de células inflamatorias y bacterias
(valor 4) se encontrd solamente en el dia 0 de revision
(es decir, en la revision inicial), mientras que el valor
con ausencia de hallazgos de infeccion (valor 0) fue
mas abundante en el dia 20, (después de usar tres veces
por semana el jabon ozonizado).

La prueba de Friedman encontré una reduccion
estadisticamente significativa entre la extension de las
lesiones y el tiempo de aplicacion del jabon ozonizado
(p= 3,28 10-14). El coeficiente Tau de Kendall mostrd
una correlacion positiva entre la extension de las
lesiones y los hallazgos citologicos de infeccion (0,455;
p=0,000228) (Fig. 3).
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Figura 2. Evolucion citoldgica de las lesiones.

En la Fig. 3, se observa la evolucién de la extension
de las lesiones al uso del jabon ozonizado. Se observa
como la suma de posiciones (de acuerdo con el andlisis
de Friedman) disminuye con el tiempo de aplicacion
del jabon ozonizado.

No se reportaron efectos colaterales con la aplicacion
del jabon, tanto por parte de propietarios ni de parte
del investigador, en ningun momento del estudio. En
la figura 4 se observa la respuesta de una paciente
durante los 20 dias del estudio.
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Figura 4. Fotografias representativas de
la evolucion de una paciente.

Fig. 4: Imagenes de la respuesta de una paciente durante
el estudio: A: Aspecto de la piel del vientre a tiempo
cero. Se observa eritema, papulas, pustulas y collaretes
epidérmicos, lesiones compatibles con pioderma. B:
Imagen de una citologia del vientre tomada a partir de un
collarete epidérmico con acetato adherente. Se observa
la inflamacién supurativa con cariolisis de neutrofilos
(hemocolorante rapido, 100X). C: Se aprecia el vientre de
la paciente después de tres bafios con el jabon ozonizado.
At son visibles el eritema y los collaretes epidérmicos
aunque en menor intensidad y cantidad. Ya no hay papulas
ni pustulas. D: Citologia del vientre. Ausencia de proceso
inflamatorio. Solo son visibles agregados de material
amorfo, que sugiere detritus celulares (hemocolorante
rapido, 100X). E: Imagen del vientre de la misma paciente.
Las lesiones residuales practicamente desaparecieron
después de 20 dias de aplicar 3 veces por semana el jabon
ozonizado. F: Hallazgos citologicos de la piel a los 20 dias.
Solo se obtuvieron queratinocitos normales. Imagenes
microscopicas tefiidas con hemocolorante rapido, 100X.

Las colonias obtenidas mediante el cultivo fueron pequeiias
(aproximadamente 3 a 4 mm), blancas, de apariencia
mucoide y bordes bien definidos. Todas crecieron en
agar sal manitol. La tincion de Gram mostrd cocos
Gram positivos agrupados principalmente en racimos de
tamafio variable. Trece de los aislamientos fueron catalasa
positivos y dos fueron catalasa negativos. >
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Discusion

El pequefio tamafio de la muestra impide relacionar la edad, raza o sexo
con la severidad del pioderma superficial. La dermatitis atdpica fue
la enfermedad primaria identificada con mayor frecuencia (13 casos).

Como es sabido, la dermatitis atopica es, probablemente, la causa mas
comun de pioderma recurrente en perros (Marsella, 2022).

Aunque desde hace mas de un siglo se ha explorado la accion
antimicrobiana del ozono (Scwhartz, 2012), es hasta hace relativamente
poco que se ha impulsado su uso como tratamiento topico antimicrobiano.
En el caso del pioderma canino, el interés se ha centrado en usarlo como
alternativa a tratamientos mas convencionales, especialmente el uso de
antibidticos (Silva et al. 2020; Zur et al. 2016), ya que algunos estudios
han concluido que el aceite ozonizado afectd, in vitro, la viabilidad de
colonias de distintas especies de Staphylococcus al dafiar su pared celular
y favorecer la pérdida de iones de potasio y de proteinas (Curtiellas et
al. 2008).

Es importante comentar que son escasos los estudios clinicos que
valoran la efectividad del aceite ozonizado. En uno de ellos, valoraron
su eficacia terapéutica en infecciones bacterianas virales y micoticas de
la piel tras nueve afios de uso.

Durante ese tiempo, lo aplicaron en 30 casos de pioderma en personas;
reportaron una recuperacion del 87%, superior al alcanzado con la
aplicacion de una crema hecha a base de neomicina y bacitracina (Falcon
et al. 1998).

Camps et al. (2009), reporté que el aceite de girasol ozonizado fue
superior a una crema de gentamicina en el tratamiento de casos de
pioderma superficial en perros. Desafortunadamente, las estimaciones
del estudio se basaron inicamente en la resolucion de los signos clinicos.

A pesar de que desde hace tiempo se comercializa el jaboén ozonizado,
existe poca investigacion cientifica que permita valorar su eficacia
clinica. El presente trabajo mostré6 una reduccidén, estadisticamente
significativa, en la extension de las lesiones cutaneas en casos de
pioderma superficial mediante el uso, tres veces por semana, de un jabon
ozonizado. La mejoria observada se relaciond positivamente con la
reduccion de los hallazgos citoldgicos de infeccion, lo cual muestra que
el jabon ozonizado puede ser efectivo en el tratamiento del pioderma
superficial en perros.

Establecer un diagnostico definitivo de S. pseudintermedius a través de
las pruebas bioquimicas puede ser muy dificil y, en la mayoria de los
casos, probablemente imposible. El crecimiento en medios de cultivo
selectivos, asi como algunas de las pruebas, podrian ayudar a diferenciar
S. aureus del grupo S. intermedius (constituido por S. pseudinterme-
dius, S. delphini y S. intermedius). Sin embargo, los resultados entre
los miembros de este grupo pueden ser muy similares, lo que dificulta
mucho su diferenciacion. Para muchos expertos, recurrir a pruebas mo-
leculares, como PCR, secuenciacién genética o espectometria de masa
(MALDI- TOF), resulta en una mejor opcioén (Guardabassi et al. 2017,
Morris et al. 2017; Sasaki et al. 2007).
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Por tal motivo, se decidio reportar los aislamientos obtenidos como
Staphylococcus spp, coagulasa positivos. Lo anterior no se considera
que pudiera ir en perjuicio del trabajo, ya que lo importante era valorar
el efecto de el jabon en infecciones cutaneas, independientemente de
la especie del agente etioldgico. Es muy probable que los dos casos
en que crecieron Staphylococcus coagulasa negativos hayan sido por
contaminacion durante la toma de la muestra (Argemi et al. 2019; Morris
etal. 2017).

De acuerdo con Guardabasi et al (2017), aislamientos de S.
pseudintermedius tesistentes a dos o mds grupos de antibiodticos se
consideran mutirresistentes, mientras que aquellos que sean resistentes
a todos los antibitticos excepto a uno o dos, se consideran extensivo-
resistentes. Si tomamos ese criterio como guia, nueve aislamientos
fueron multirresistentes y cuatro fueron extensivo resistentes. Podriamos
considerar significativo que el bafio frecuente con el jabon ozonizado
ayudara a disminuir la extension de las lesiones y los hallazgos citologicos
de infeccioén en presencia de microorganismos que manifiesten dichos
niveles de resistencia. Es importante resaltar que en ninguno de los casos
participantes se reportaron reacciones adversas -como prurito o eritema-
con la aplicacion del jabon ozonizado.

El presente trabajo muestra que el jabon ozonizado puede ser una opcion

terapéutica eficaz y segura en el tratamiento del pioderma superficial en

perros. La confirmacion definitiva precisa la realizacion de un estudio con

mayor tamafio de muestra y que incluya un grupo control. Ademas, seria

interesante determinar si el jaboén ozonizado es igualmente eficaz en casos

confirmados de pioderma meticilina- resistente.
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