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La secuenciacion de los genes 16S rRNA bacterianos ha revelado que la piel de los perros esta
habitada por comunidades microbianas mucho mas ricas y diversas de lo que se pensaba
utilizando métodos basados en el cultivo®. Recientemente se ha caracterizado la microbiota del
canal auditivo en perros sanos y con dermatitis atdpica?, y de forma similar a la piel®, notables
diferencias en la composicién bacteriana han sido descritas entre perros atdpicos y sanos.

En una otitis, el principal patégeno descrito en literatura es Malassezia pachydermatis seguida
por Staphylococcus pseudintermedius que representa el 70% de las bacterias presentes?, por
ello el tratamiento habitual consiste en una mezcla de antibidticos, antifungicos y
antiinflamatorios.

El aumento de las resistencias antibidticas ha llevado a buscar compuestos naturales
alternativos, como el extracto de la granada que contiene punicalaginas con una elevada
actividad antimicrobiana mostrada en clinica animal y humana*®.

El objetivo del presente estudio fue estudiar la microbiota bacteriana y fungica de perros con
otitis no purulenta, secundaria a una dermatitis atdpica, antes y después de dos tratamientos
farmacolodgicos diferentes.

Material y métodos

Se llevé a cabo un estudio multicéntrico, randomizado, ciego y controlado. Se incluyeron 15
perros de ambos sexos y edades comprendidas entre 2 y 8 aflos que presentaban otitis no
purulentas y no/o poco ceruminosas. La membrana timpanica debia ser visible en todos los
casos para determinar su estado.

Protocolo experimental

Para establecer el estadio clinico de cada animal se utilizé el OTIS3® un score validado y
especifico para otitis con una escala de 0 a 3 puntos (dias 0, 15 y 30). Se incluyeron pacientes
con una puntuacién minima de 4 puntos. Se obtuvieron muestras de ambos oidos de cada perro
antes, 15 y 30 dias después de iniciar el tratamiento, y de cada muestra se realizé un cultivo
microbioldgico, y una extraccion de DNA para secuenciar los genes 16S rRNA bacterianos y 185
rRNA fungicos.

Los animales se distribuyeron de forma aleatoria en dos grupos homogéneos que recibieron un
tratamiento A o B. El tratamiento A (n=8) consistia en prednisolona (5 mg/ml) y un limpiador
Otico con extracto de granada (Laboratorios Leti, Barcelona), mientras que el tratamiento B



(n=7) contenia prednisolona (5 mg/ml) + gentamicina (10 mg/ml) + ketoconazol (10 mg/ml) y
solucidn salina como limpiador dtico. La dosis se administré en funcién del tamafio del animal.
Ambos tratamientos se administraron durante 15 dias (TO a T15) y a partir del dia 15 se
administré solamente limpiador 6tico de granada o solucion salina (T15 a T30)

La extraccidon de ADN a partir de los hisopos se realizd con el kit PowerSoil ® DNA isolation. Se
amplifico la regidn V4 del gen 16S rRNA para bacterias y la regién ITS2 del operén ribosomal
para hongos. Los amplicones (400 pb) se secuenciaron con lon Torrent PGM. Las secuencias se
analizaron con QIIME2 y base de datos Silva (microbioma) y UNITE (micobioma). Se calculd la
diversidad alfa (indices shannon y observed_otus) y se utilizé el test Saphiro-Wilk como test de
normalidad, dependiendo de sus resultados se aplica t-test (paramétrico) o Wilcoxon signed-
rank test (no paramétrico).

Resultados

El valor del OTIS3 aTO fuede 5.7+ 1.1y 5.4+ 0.9 en los grupos Ay B, respectivamente (Tabla 1).
De TO a T15, se observaron diferencias estadisticamente significativas en ambos grupos (ps<
0.05), sin embargo, no se observaron diferencias entre ellos. De T15 a T30, solo se administré
limpiador 6tico de granada o solucidn salina (control), y también en este caso la puntuacion
OTIS3 se redujo significativamente con respecto a TO en ambos tratamientos (p< 0.05), pero no
se observaron diferencias significativas entre ellos.

De forma similar, en ambos grupos se detecté un cambio significativo en la diversidad del
micobioma después de 15 dias del tratamiento (Figura 1). La especie prevalente a TO fue
Malassezia pachydermatis. A T15 se observé un incremento significativo de la diversidad
flngica, con la aparicion de Malassezia globosa y Malassezia restricta, y otras familias, como
Cladosporaceae, Pleosporaceae y Aspergillaceae.

El perfil de microbiota bacteriana fue mas variable a TO y no se observaron diferencias
significativas en la diversidad a lo largo de los tratamientos. Las familias mas prevalentes fueron
Staphylococcaceae,  Corynebacteriaceae,  Propionibacteriaceae, Micrococcaceae vy
Streptococcaceae.

Discusion

Los resultados del presente estudio mostraron diferencias significativas a los 15 dias de iniciar
ambos tratamientos, tanto a nivel clinico como del micobioma, sin embargo, no se observaron
diferencias entre la utilizacién de un tratamiento con antibidticos, antifingicos vy
antiinflamatorios o uno basado exclusivamente en la utilizacion de antiinflamatorios y una
solucidn natural con extractos de granada.

En conclusidn, la solucion ética natural con extracto de granada mostré una eficacia similar a un
tratamiento antibiético y antifungico en la poblacidn de animales estudiada. Ello soportaria la
conveniencia de limitar la utilizacién de antibidticos o antifungicos a casos de otitis purulentas
o infecciones por microorganismos multiresistentes. En casos clinicos como los descritos en este
estudio, la combinacién de antiinflamatorios y compuestos naturales con actividad
antimicrobiana probada como el extracto de la granada podrian controlar el cuadro clinico.
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