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Resumen

Boehringer, S.1.: Valor diagndstico del examen citolégico en las otitis externas de caninos.
Rev. vet. 22: 1, 38—42, 2011. Las levaduras del género Malassezia son organismos lipofilicos,
comensales de la piel del hombre y los animales. Frecuentemente se la aisla como uno de los
microorganismos mas comunes de las otitis externas y a la vez uno de sus principales factores
perpetuantes. El propésito del presente estudio consistié en evaluar la eficiencia del examen
citologico como metodologia diagndstica, en otitis externas de caninos en la ciudad de Co-
rrientes (Argentina). A tal fin se tomaron 95 muestras de perros con sintomas clinicos de otitis
externa y de 95 perros sanos. Los exudados 6ticos se recolectaron con hisopos estériles y me-
dio de transporte. Las muestras fueron sembradas en agar Sabouraud y agar Dixon modificado.
Para detectar la presencia y cantidad de levaduras en las muestras procesadas se efectuo el
examen citologico utilizando la tincion de Gram Kopeloff, observando 10 campos con objeti-
vo de inmersion (1000x). El aislamiento de Malassezia pachydermatis en animales con otitis,
70,52% cultivos positivos, y sin otitis, 28,42% fue significativo (p < 0,05). La relacion entre
la citologia y el aislamiento de la levadura, también fue significativo. La sensibilidad para la
prueba citologica fue del 75,79%, la especificidad del 50,53%, arrojando un valor predictivo
del 60%; mientras que para el cultivo fueron del 70,53%; 71,58% y 70%, respectivamente. La
citologia de los exudados oticos determina el sobrecrecimiento de Malassezia. Los resultados
indicaron que los recuentos > 10 levaduras por campo de inmersion permite establecer el ca-
racter microbioldgico del proceso. Sin embargo considerando la sensibilidad de la prueba y la
baja especificidad obtenida, atribuible a la desigual distribucion de la levadura observada en la
poblacion sana, es necesario el empleo de dos o mas técnicas simultaneas que permitan detec-
tar Malassezia, determinar la importancia médica y verificar la infeccion.
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Abstract

Boehringer, S.1.: Diagnostic value of the cytological exam in canine otitis externa. Rev. vet.
22: 1, 38—42, 2011. Malassezia are lipophilic yeast, commensal organisms of human and animal
skin. The yeast has often been isolated from otitis externa cases as the most common organism
and complicating factor. The purpose of this study was to evaluate the effectiveness of cytology
as a diagnostic methodology in canine external otitis in Corrientes City (Argentina). Samples
from the auditory tube of 95 dogs with otitis and from 95 healthy dogs were obtained. Sterile cot-
ton swabs were used to collect specimens from the external ear canal and then cultured in agar
Sabouraud and modified Dixon’s agar. Cytological examinations were performed to detect the
presence and population size of Malassezia yeast. Each swab was rolled on a clean glass slide
and stained with Gram Kopeloff. Ten fields were examined microscopically using an oil immer-
sion objective (1000x magnification). The isolation of M. pachydermatis in dogs with external
otitis (70.52%), in relation to the healthy animals (28.42%) was significant (p<0.05). The agree-
ment between cytological results and fungal cultures were also statistically significant. The
performance of the cytological examination and the culture showed a sensitivity around 75.79%
and 70.53%; specificity was 50.53% and 71.58%; whereas predictive values were 60% and 70%,
respectively. Cytological examination of otic exudate confirms Malassezia overgrowth. In the
present investigation the results indicated that > 10 yeast count per high—power fields (oil im-
mersion objective) allows to identify and characterize the microbial infection. Nevertheless,
considering the test sensitivity and low specificity obtained attributable to the unequal distribu-
tion of yeast observed in the healthy population, it is necessary to use two or more simultaneous
techniques to detect Malassezia, determine the medical significance, and confirm infection.
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INTRODUCCION

Los hongos mantienen diferentes categorias de aso-
ciaciones con los animales domésticos y los aislados,
son por lo general, integrantes de la flora normal que
recubre al hospedador. Levaduras como Candida, Tri-
chosporon y Malassezia son conocidos por ser esen-
cialmente saprobios. El género Malassezia comprende
un grupo de basidiomycetos muy especializados dentro
del que se encuentran especies que Unicamente crecen
en el laboratorio en medios especiales suplementados
con lipidos. Han sido los caracteres gendmicos los que
definieron y continuan definiendo la taxonomia del gé-
nero Malassezia, aunque se las sigue separando en dos
grupos de acuerdo a su principal cardcter taxonémico:
las lipodependientes, trece especies reconocidas hasta
el momento, y la unica lipofilica no lipodependiente,
Malassezia pachydermatis *’ .

Esta levadura es un comensal obligado de la piel y
el conducto auditivo externo de los mamiferos, espe-
cialmente carnivoros, y es la que con mas frecuencia
se aisla de caninos, aunque se han reportado hallazgos
de especies lipodependientes como M. furfur, M. glo-
bosa y M. sympodialis tanto en animales sanos como
enfermos. En determinadas circunstancias relaciona-
das a cambios en el estado ecoldgico o de los mecanis-
mos inmunolégicos de su hospedador, que regulan la
colonizacion, pueden proliferar causando enfermedad
(seborrea, atopias, dermatitis alérgicas, otitis y otras) .

El conducto auditivo externo representa un ambien-
te fragil donde los cambios inflamatorios son capaces
de producir un desbalance en el equilibrio de su micro-
biota, convirtiéndose M. pachydermatis en uno de los
factores perpetuantes mas frecuentemente observados
en perros. Existen situaciones en las que los aislamien-
tos pueden resultar ambiguos y es necesario el empleo
de varias técnicas (culturales, citologicas) para detectar
Malassezia, sin embargo la presencia de un hongo debe
estar asociada a la correcta evaluacion del status o sea
de la situacion en su conjunto, para poder determinar la
importancia médica del significado del cultivo.

El proposito del presente estudio consistié en de-
mostrar la eficiencia del examen citologico a la hora de
definir el estado de patogeno oportunista de la levadura
M. pachydermatis en otitis externas de caninos.

MATERIAL Y METODOS

Animales. Se obtuvieron muestras de perros aten-
didos en clinicas privadas y en el Hospital de Clinicas
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de Corrientes
(Argentina). Para su estudio, la poblacion muestreada
se dividio en dos grupos. Los animales enfermos fue-
ron 95 caninos con diagndstico clinico de otitis externa
uni o bilateral que asistieron a la consulta presentan-
do todos o algunos de los siguientes sintomas: pruri-
to, rubor, congestion e inflamacion del canal auditivo
externo, descarga purulenta o excesivo cerumen ¢, los
cuales no habian recibido ningun tipo de tratamiento
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topico o sistémico previo a la toma de muestra. Los
perros de este grupo fueron tanto animales de raza
como cruzas, 46 hembras y 49 machos, entre 2 meses
y 15 afios de edad (45% de los caninos entre 1 a 5 afios)
y una media de 4 afios. Los animales testigos fueron
95 caninos que asistieron a la consulta veterinaria por
otros motivos y no manifestaron ningtn sintoma de oti-
tis externa. Los perros de este grupo también fueron
animales de raza y cruzas, 47 hembras y 48 machos,
con una edad comprendida entre los 2 meses y 15 afios
(52% de los caninos entre 1 y 5 afios de edad) y una
media de 3 afios.

Muestras. Los exudados oticos se recolectaron al
comienzo del examen otoscopico con hisopos de algo-
don estériles, traccionando suavemente el pabellon en
direccion ventral, introduciendo el hisopo dentro del
meato auditivo externo y haciéndolo rotar durante cinco
segundos contra sus paredes > 711230 T uego fueron
colocados en medio de transporte de Stuart (Eurotu-
bo® Deltalab, Espafia), y remitidos al laboratorio para
su procesamiento. El empleo de hisopos estériles en el
muestreo es considerada la técnica mas recomendable
debido a que es facil de utilizar y ademas porque sirve
tanto para el examen citologico como para el cultivo 7.
En todos los casos la muestra se tomé de un solo oido por
perro . En los caninos es posible la recuperacion simul-
tanea de Malassezia a partir de ambos oidos existiendo
una doble via de contaminacion debido al rascado .

Examen citologico. Con los hisopos de las muestras
obtenidas se realizaron extendidos sobre portaobjetos de
vidrio, los que se fijaron al calor '** y fueron coloreados
con la tincion de Gram modificada por Kopeloft, alcali-
nizado al colorante primario con bicarbonato de sodio y
empleando como mordiente lugol débil. La observacion
microscopica de las levaduras y las células epiteliales se
realizé en diez campos empleando objetivo de inmer-
sion (1000x) 2'. El conteo de levaduras observadas por
campo se clasificé en abundante (> de 10), regular (6 a
10) y escaso (1 a 5); para las células epiteliales se utilizo
un sistema similar con los siguientes valores: abundante
(>de 5), regular (3 a4) y escaso (1 a 2).

Cultivo micolégico. Las muestras fueron inocula-
das, para un primer aislamiento, en agar Dixon modi-
ficado por Midgley: 5% extracto de malta, 1% peptona,
2% bilis desecada, 1% tween 40, 0,2% glicerol, 2%
agar pH 6,0 ? y agar Sabouraud dextrosa modificado
por Emmons con antibiotico: 2% dextrosa, 1% peptona,
1,7% agar agar, cloranfenicol en concentracion final de
100 ug/ml, pH 6,8-7,0. Las siembras se realizaron en
forma directa estriando los hisopos en placas de Petri
de 9 cm, se incubaron aerébicamente en estufa a 32 y
35°C, respectivamente durante 7 dias y se monitorea-
ron diariamente * %! 17 18.24

La caracterizacion de la levadura M. pachyderma-
tis se realizo a partir de su macromorfologia (colonias
pequeiias, lisas, de bordes circulares, semiduras, com-
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pactas y adheridas al agar, de color blanco a beige, que
se tornan marrén con el tiempo); por su habilidad de
crecer en un subcultivo realizado en medio Sabouraud
sin suplementacion lipidica (de las colonias obtenidas
en medio Dixon modificado, 5—8 colonias por mues-
tra fueron sembradas en agar Sabouraud) ' *y por su
morfologia microscopica (levadura oval pequefia con
blastosporos unipolares, sin tubos germinativos, hifas
o pseudohifas).

Analisis estadistico. Para la descripcion de las va-
riables se utilizaron parametros descriptivos como me-
dias, frecuencias, porcentajes, proporciones. Los datos
obtenidos fueron analizados a través de pruebas de sig-
nificancia: utilizando el Chi—cuadrado a partir de tablas
de contingencia de 2x2 y 2x4. Un valor de p < 0,05 fue
considerado significativo. Los intervalos de confian-
za se establecieron en 95%. Se realizaron pruebas de
asociacion: riesgo relativo y odd ratio. En las técnicas
diagnosticas, la sensibilidad y la especificidad del exa-
men citologico fueron calculadas en base a los resulta-
dos obtenidos en los cultivos micologicos. Ademas se
determind, valor predictivo positivo y concordancia. El
software utilizado fue Infostat version 2008, licencia
de la Catedra de Calculo Estadistico de la Facultad de
Ciencias Agrarias de la UNNE y el Epidat (3.1 OPS/
OMS), licencia de la Catedra de Salud Publica, Facultad
de Ciencias Veterinarias, UNNE.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sobre un total de 95 muestras de perros con otitis
externa se obtuvieron: 67 (70,53%) cultivos con aisla-
miento de M. pachydermatis mientras que los resulta-
dos de los examenes de laboratorio obtenidos en la po-
blacion testigo dieron 27 (28,4%) cultivos positivos. El
aislamiento fue significativo (p = 0,0000) al comparar
ambas poblaciones de animales.

La observacion microscopica directa de las mues-
tras utilizando la coloracion de Gram—Kopeloff, reveld
la presencia de células redondeadas a oblongas, estas
ultimas predominantes. En el estudio citologico de la
poblacion enferma se observaron 72 (75,8%) extendi-
dos positivos a Malassezia, de los cuales 64 muestras
(67,38%) resultaron con aislamiento de la levadura y 8
(8,42%) sin aislamiento en los cultivos micolégicos. Se
obtuvieron 3 cultivos (3,15%) con citologia negativa y
fueron coincidentes (observacion negativa y cultivo sin
desarrollo) 20 casos (21,05%)(Tabla 1). El examen mi-
croscopico directo de los 95 exudados 6ticos de la pobla-
cion testigo dio como resultado 48 (50,52%) observacio-
nes negativas de levaduras, 47 (49,48%) positivas y den-
tro de éstas 6 (6,32%) con abundantes células (Tabla 1).

Relacionando en la observacion microscopica di-
recta la cantidad de levaduras (de todas las especies)
y células epiteliales, de los 72 preparados provenien-
tes de perros con otitis y positivos a la citologia, se
obtuvieron 28 (38,9%) casos en donde se observaron
abundantes levaduras y células, simultaneamente y 20
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(27,8%) muestras con escasos elementos de ambas. La
poblacion testigo, con 49 extendidos positivos, arro-
j6 un resultado de 1 preparado (2,13%) con una rela-
cion abundante entre estas células y 28 observaciones
(59,57%) escasas de las dos (Tabla 2).

La citologia brinda informacion diagnostica sobre
el nimero y tipo de agentes infecciosos y células infla-
matorias. Cuando se realiza el examen microscopico de
las muestras del conducto auditivo de animales sin oti-
tis puede observarse la presencia de células epiteliales
y un nimero bajo de comensales integrantes normales
de la microbiota, que no dejan de ser patdogenos poten-
ciales. Para algunos autores la observacion ocasional
de alguna levadura o bacteria en campo de inmersion
debe ser considerada normal. Las células epiteliales es-
camosas son largas, angulares, aisladas, con nicleo au-
sente o picnotico y abundante citoplasma. Se encuen-
tran en los frotis de perros sanos, pero en aquellos con
otitis pueden observarse en grandes cantidades % . Es
decir, al realizar la observacion microscopica, basica-
mente existen tres elementos que nos permitirian eva-
luar la condicion del conducto auditivo externo de los
caninos: los microorganismos (bacterias y levaduras),
las células del sistema inmune y las células epiteliales.

Los examenes realizados demostraron la presencia
de abundantes levaduras en la poblacion enferma, la
relacion entre la citologia y el aislamiento de la leva-
dura fue altamente significativa (p= 0,0000). Aunque
algunos autores han sugerido que 2 6 3 células de Ma-
lassezia por paquete de células epiteliales es anormal,
la mayoria de los reportes coincide en la propuesta de
considerar a Malassezia un agente etiologico del pro-
ceso infeccioso cuando mas de 10 levaduras por campo
de inmersion son encontradas en la observacion mi-
croscopica del exudado otico ™ %% Puede afirmarse
que la citologia de los exudados 6ticos determina el so-
brecrecimiento de Malassezia. Los resultados hallados
indicaron que los recuentos > 10 levaduras por campo
de inmersion permiten establecer el caracter microbio-
légico del proceso. Un nimero muy escaso de prepara-
dos de ambas poblaciones, ocho en total, dio como re-
sultado una citologia negativa, circunstancia atribuible
al elemento empleado para muestrear '¢.

Utilizando al cultivo como prueba diagnoéstica de
referencia, los valores obtenidos para el examen citolo-
gico en este estudio fueron bajos (especificidad 50,53%
y valor predictivo 60,50%), contrastando con los valo-
res reportados por otros autores (95% de especificidad
y 87% de valor predictivo) * . Sin embargo, la sensibili-
dad (75,79%) resulté superior a la del 30% registrada en
otras investigaciones ’ . El valor predictivo positivo, que
se interpreta como la probabilidad de que un individuo
haya estado realmente enfermo ante un resultado posi-
tivo a la prueba diagnostica, fue inferior en la citologia
(60,50%) que en el cultivo (71,28%). La sensibilidad del
cultivo alcanz6 el 70,53% y la especificidad 71,58%.

La concordancia observada, que mide el grado
de acuerdo entre dos pruebas diagnosticas fue buena
(0,78). El valor K (kappa), que corrige la intervencion
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Tabla 1. Relacion entre la microscopia directa y los aislamientos de M. pachydermatis en perros con y sin otitis.

aislamiento de M. pachydermatis

OMD poblacion enferma poblacién sana

P (n, %) N (n, %) T (n, %) P (n, %) N (n, %) T (n, %)
0 33,15 20 (21,05) 23 (24,2) 5(5,26) 43 (45,26) 48 (50,52)
1-5 13 (13,68) 7(7,37) 20 (21,05) 10 (10,53) 24 (25,26) 34 (35,79)
6-10 15 (15,8) 1 (1,05) 16 (16,85) 6(6,32) 1 (1,05) 7(7,37)
> 10 36 (37,9) - 36 (37,9) 6 (6,32) - 6 (6,32)
total 67 (70,53) 28 (29,47) 95 (100) 27 (28,43) 68 (71,57) 95 (100)

OMD: observacion microscopica directa, P: positivos, N: negativos, T: total, n: nimero de muestras, %: porcentaje.

Tabla 2. Relacion entre células epiteliales y levaduras observadas al

examen microscopico directo en perros con y sin otitis.

folipasa por M. pachydermatis. La
fosfolipasa es una enzima producida

por las cepas patdgenas y es capaz

OMD cel. cpit. ACIOn% R©210n% Eda5)n% T(n, %) de hidrolizar glicerofosfolipidos libe-
petros con ofitis rando acidos grasos esenciales para el
AES3) 28(38,9) 3 (4,16) B 31(43,06) crecimiento del hongo. La exposicion
RBa4 8L 9(12,5) - 17.(23.,6) a la fosfolipasa producida por los mi-
Eda2) - 4659) 20(27,8) 24 (33,35) croorganismos induce a la formacion
T 36 (50) 16 (22,2) 20(27.8) 72 (100) de poros en la membrana alterando
Perros sin otitis todas las funciones celulares *. Di-
AES) 12.13) N 1213) 2 (4,26) ferentes estudios indicarian que es-
RBad) > (10.64) 43,51 > (10,64) 14 (29,79) tas enzimas tendrian otras funciones
Eda2) R 3 (6,38) 28(39,57)  31(65,95) aparte del dafio directo provocado a
T 6 (12,77) 7(14,89)  34(72,34)  47(100)

OMD cel. epit.: observacion microscopica directa de células epiteliales, A:
abundantes, R: regulares, E: escasas, T: total, n: nimero de muestras, %: por-

centaje.

del azar en la concordancia observada al incluir la con-
cordancia esperada, fue de 0,56 lo cual indica un nivel
de acuerdo moderado entre las dos pruebas estudiadas
(los limites van de 0,40 a 0,50) 2*. En este trabajo la pre-
valencia aparente, es decir la proporcion de animales
positivos a la prueba diagnostica, fue del 49,47% para
el cultivo y del 62,63% para la citologia, mientras que
la prevalencia real arroj6 un valor del 50% en ambas
pruebas. El hallazgo de estos resultados no es parado-
jico, si se consideran la complejidad, la etiologia mul-
tifactorial de la patologia, y fundamentalmente la des-
igual distribucion del microorganismo en la poblacion
canina. En muchos casos de perros con otitis externa
la cantidad de levaduras encontradas no es particular-
mente elevada, pudiendo ocurrir lo contrario en ani-
males sanos, donde en ocasiones las levaduras aisladas
alcanzan valores muy altos.

Otra estimacion realizada a partir de la citologia
fue la relacion entre las células epiteliales y las levadu-
ras observadas. Para la categoria “abundantes células /
abundantes levaduras”, los valores obtenidos en los pe-
rros con otitis y sin otitis fueron del 38,88% y 2,12% res-
pectivamente, indicando una aparente correspondencia
entre la presencia de la levadura y las células epiteliales.
Contrariamente, en otros trabajos no se encontraron di-
ferencias significativas en el recuento de células epite-
liales entre los animales sanos y enfermos ' .

Una posible explicacion al elevado niimero de cé-
lulas podria teorizarse a partir de la sintesis de fos-

las células y que se comportan como
potentes agentes inflamatorios ® "2
Se ha observado que los aislamientos
de M. pachydermatis provenientes de
piel lesionada produjeron una elevada
actividad fosfolipasa ¢ . Por otro lado, diferentes estu-
dios realizados en piel normal sugieren que Malassezia
reduce la respuesta inflamatoria permitiéndole vivir
como comensal, es decir que estas levaduras tienen la
capacidad de modular la respuesta inmune cutanea en
sus hospedadores'.

Cuando se trata de un microorganismo pertene-
ciente a la microbiota y potencialmente patogeno es di-
ficil encontrar un criterio riguroso, un método patrén o
de referencia, es decir el standar de oro (del inglés gold
standard) que permita definir el estado de infeccion.
Muchas veces es necesario el empleo de varias técni-
cas conjuntas (culturales, citologicas, histopatologicas)
para detectar Malassezia **.

El analisis citologico de los exudados oticos puede
utilizarse de rutina, es una técnica econdémica, simple
y arroja resultados inmediatos que permiten verificar
el caracter microbiologico de la infeccion y monitorear
la respuesta a la terapia. Algunos autores lo consideran
suficiente como para implementar el tratamiento de la
otitis '¢22.

Si bien los resultados obtenidos indican que los re-
cuentos > 10 células de Malassezia por campo micros-
copico de inmersion podrian ser indicativos de la pato-
genicidad del microorganismo, debe tenerse en cuenta
la sensibilidad de la prueba y la baja especificidad obte-
nida, atribuible a la desigual distribucion de esta leva-
dura en los diferentes individuos de la poblacion canina
sana. Por lo tanto, seria mas correcto esperar los resul-
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tados de pruebas diagnosticas mas concluyentes antes
de realizar un tratamiento antifingico. Coincidimos

con autores

%6 que aseveran que antes que el examen

microscopico, el cultivo fungico deberia usarse como
diagnostico definitivo para las otitis.
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