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Resumen

Objetivo. Este estudio se desarrolld con el objetivo de establecer la presencia de
bacterias asociadas a infecciones hospitalarias en ambientes y superficies de la clinica
veterinaria Lasallista Hermano Octavio Martinez Lépez f.s.c. Metodologia. Se realizaron
dos muestreos en el tiempo, para cada uno de ellos se evaluaron ambientes y superficies
de 8 unidades diferentes de la clinica, por medio del método de sedimentacion y torunda
respectivamente, las muestras positivas se determinaron por presencia de
microorganismos en los medios de cultivo empleados, los aislados mas representativitos
fueron purificados y sometidos a caracterizacion bioquimica para determinar género y
especie. Resultados. Se obtuvieron 270 aislados, en los dos muestreos realizados en
las 8 areas de la clinica, de este total se categorizaron por caracterizaciéon morfologica
de las colonias 95 aislados, 61 pertenecian al primer muestreo y 34 al segundo. De
acuerdo a la caracterizacion por Gram, el 47% fueron gram-negativas y 53% y gram-
positivas. Estos resultados permitieron la identificacion de especies bacterianas

relacionadas con infecciones nosocomiales o intrahospitalarias.

Palabras clave: muestreos, bacterias, aislados, identificacion, nosocomiales.



Introduccién

Las enfermedades nosocomiales 0 mas recientemente conocidas como
infecciones asociadas a hospitales o HAIs (por sus siglas en ingles Hospital-associated
infections), corresponden a aquellas infecciones que se presentan en un paciente en
contacto con un hospital o en un establecimiento de atencion de salud. Este tipo de
infecciones han sido ampliamente estudiadas en hospitales humanos, donde hoy en dia
son el foco de la investigaciéon y el desarrollo de estrategias de prevencion y control
debido a los altos costos econdmicos y de vidas humanas que representan. En humanos,
se estima que un 5% de los pacientes hospitalizados desarrollan una infeccién
hospitalaria, produciendo la muerte de 75.000 pacientes al afio (Centers for Disease
Control and Prevention, 2014), y costes médicos directos anuales globales entre $35.7 y

$45 billones de dolares solo en los Estados Unidos (Scott, 2009,3).

Entre los microorganismos relacionados con los HAIs, las bacterias y los virus son
los agentes patdgenos mas comunes. Respecto a estos, las bacterias son consideradas
como los agentes nosocomiales de mayor importancia, ya que son responsables del 90%
de las HIAs. Estas se pueden clasificar en gram-positivas y gram-negativas y dentro de
los agentes comunmente identificados se encuentran: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus aureus coagulasa positiva, Enterococcus sp., Escherichia coli,
Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sp., y Acinetobacter baumannii

(Sievert et al., 2013,2).



La informacion a nivel de clinicas veterinarias es limitada, se han realizado
estudios principalmente en paises desarrollados, en los que se ha podido demostrar la
presencia de infecciones hospitalarias en clinicas especializadas en equinos, donde se
han identificado microorganismos tales como Clostridium difficile, considerado como el
principal agente nosocomial responsable de diarrea infecciosa en equinos adultos

(Baverud, 2002,3).

En pequefias especies (perros y gatos) se ha determinado que la frecuencia de
agentes asociados a hospitales incrementa segun las practicas de cuidados intensivos y
hospitalizacion prolongada. En estos estudios se han identificado microorganismos con
evidencia de propagacion nosocomial e infecciones zoonaticas tales como Acinetobacter
sp., Clostridium perfringens, Enterococcus sp., Escherichia coli, Klebsiella sp.,
Pseudomonas sp., Serratia marcescens, Staphylococcus sp. y Salmonella sp. los cuales
a menudo se asocian con bacteremias y/o enfermedades sistémicas, infecciones de las
vias urinarias, vias respiratorias, cirugia, infecciones de heridas y diarrea infecciosa

(Umber & Bender, 2009,5).

El interés en el estudio de HAIs en pequefas especies ha incrementado en los
ultimos afios debido a factores que predisponen a la transmision e infeccién en estas
especies, como son, largos tiempos de hospitalizacidn, uso prolongado de tratamientos
complejos, uso comun de inmunosupresores, pacientes en estado critico, frecuencia de
multirresistencia a antibidticos y el riesgo zoondético (Boerlin, Eugster, Gaschen, Straub,

& Schawalder, 2001,1).

En un estudio desarrollado en varios hospitales universitarios de referencia de los

Estados Unidos, se encontro que el 16% de los perros y el 12% de los gatos presentaron



al menos un brote relacionado con un agente nosocomial mientras estuvieron
hospitalizados (Ruple-Czerniak et al., 2013,1). De igual manera, en una encuesta llevada
a cabo en 38 hospitales de ensefianza veterinaria de Estados Unidos y Europa, se
reportd que el 82% de los encuestados reconocié haber presentado brotes de HAIs en

los 5 afios anteriores a la entrevista (Benedict, Morley, & Metre, 2008,1).

En Sur América se han realizado algunos trabajos enfocados principalmente en
infecciones nosocomiales de animales intervenidos en clinicas veterinarias donde se
identificaron agentes como Pseudomonas sp., Streptococcus sp., Acinetobacter sp.,
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Staphylococcus intermedius, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli, y Pantoea agglomerans (Avendafio Rojas, 2006; Bahr Arias,

Aiello, Battaglia, & De Freitas, 2013).

En Colombia hay dos reportes sobre este tema, uno realizado en Bogota a partir
de muestras clinicas y del ambiente de diferentes centros veterinarios, donde se encontrd
que 89 (55.6%) de los aislados correspondian a cepas bacterianas gram-negativas, de
las que se aislaron 10 cepas multiresistentes de Pseudomonas aeruginosa (11.2%)
(Bernal-Rosas, Osorio-Mufioz, & Torres-Garcia, 2015,1). El segundo estudio fue
realizado en la ciudad de Ibagué donde el objetivo fue aislar bacterias nosocomiales que
circulan en ambientes de varias clinicas veterinarias, encontrando que en todas las areas
de las 10 clinicas incluidas en el estudio, existia presencia de bacterias potencialmente

patogenas multirresistentes (Sanchez, Gutiérrez, Padilla, & Suéarez, 2015,1).

En el area metropolitana del Valle de Aburra, hasta el momento, no se conoce

ninguna publicacion que haga algin acercamiento en este tema en clinicas veterinarias,



a pesar del gran niumero de estas en la ciudad, lo cual hace que sea indispensable
realizar un primer acercamiento en esta area que permita identificar cuéles son las
bacterias nosocomiales que potencialmente puedan estar circulando en la clinica
veterinaria de la Corporacion Universitaria Lasallista y determinar el riesgo de trasmision

e infeccion tanto para los animales como para las personas que frecuentan este lugar.

Los resultados obtenidos en este estudio pretenden, inicialmente, crear conciencia
sobre el riesgo animal y de salud publica que representan las HAIs, y a largo plazo se
espera, con ayuda del laboratorio de microbiologia industrial, sentar las bases para la
creacion de un sistema de vigilancia ambiental en la clinica lo cual conllevaria en el
futuro a mejorar la toma de decisiones frente a las estrategias de prevencion y control de
estos agentes, permitiendo a su vez una mejor respuesta de los pacientes que ingresan
a la clinica, por consiguiente se veria reflejado en menos gastos por parte de los

propietarios y en la salud del personal que circula alrededor de las instalaciones.

Adicionalmente, este trabajo abre las puertas para afianzar el conocimiento de los
meédicos veterinarios con aspectos asociados a infecciones hospitalarias y su
importancia, ademas, aporta informacién valiosa para el desarrollo de un programa de
vigilancia en la clinica, y crea las bases para futuros trabajos de investigacion, tanto de
pregrado como de posgrado, dirigidos hacia la busqueda de factores de virulencia en las

cepas aisladas, resistencia a antibiéticos y epidemiologia molecular.



Objetivos

Objetivo general
Establecer la presencia de bacterias asociadas a infecciones hospitalarias en
ambientes y superficies de la clinica veterinaria Lasallista Hermano Octavio Martinez

Lépez f.s.c.

Objetivos especificos
e Cultivar y aislar bacterias asociadas a ambientes y superficies de la clinica
veterinaria.
e Seleccionar morfolégicamente las colonias mas representativas.
¢ Identificar bioquimicamente las colonias que fueron previamente seleccionadas.
e Determinar los sitios de mayor riesgo de contraer una infecciébn nosocomial en la

clinica veterinaria Lasallista Hermano Octavio Martinez.



Metodologia

Tipo de estudio epidemioldgico
Este es un estudio de tipo observacional descriptivo, donde especificamente se

busca determinar la frecuencia y distribucidén de los HAIs en el sitio de estudio.

Area de estudio

El estudio se realizé en la clinica veterinaria Lasallista Hermano Octavio Martinez
Lopez f.s.c. la cual se encuentra ubicada en el municipio de Caldas (Antioquia)
(6°05'59.1"N 75°38'18.8"W). Este es un centro de atencidén de servicios integrales en
salud animal para grandes y pequefias especies, que ofrece servicios de medicina
interna, cirugia, imagenologia y ayudas diagnosticas, laboratorio clinico diagndstico y

asesorias en problemas de medicina y salud animal.

Muestreo

Se realizaron dos muestreos, el primero en septiembre de 2016 y el segundo en
abril de 2017. Cada visita para la toma de muestras fue hecha sin previo aviso al personal

médico y en horas laborales.

Durante cada actividad se tomaron muestras de ambientes y superficies en cada
una de las ocho unidades de estudio (ver tabla 1), por cada sitio se tomaron 8 muestras
de ambientes y 8 de superficies para un total de 16 muestras. Cada recipiente fue

rotulado y codificado, de forma tal que permitié garantizar la trazabilidad de los analisis.



Tabla 1: unidades de muestreo.

UNIDAD DE MUESTREO CANTIDAD
Consultorio veterinario 2
Cuarto de infecciosos 2
Area de cirugia 1
Cuarto de preparacion- recuperacion 1
Hospitalizacién 1
Urgencias 1

En todas las unidades de muestreo se evalué la calidad microbioldgica de
ambientes y superficies. Se tomaron muestras en mesones y en los sitios de
hospitalizacion y cuarto de infecciosas se evaluaron las superficies de las jaulas,
adicionalmente, se tomaron muestras de superficies vivas como las manos del personal

médico que se encontraba laborando en el momento del muestreo.

Las muestras recolectadas fueron almacenadas en neveras de polipropileno, bajo
condiciones de refrigeracion (5+/-3°C) hasta su llegada al laboratorio de microbiologia
Industrial de la Corporacién Universitaria Lasallista, donde se llevaron a cabo los andlisis

microbiolégicos propuestos.

Toma de muestras en ambientes
La evaluacién de la carga poblacional microbiana en el ambiente de las diferentes

unidades propuestas, se llevd a cabo a través de la implementacion del método de



sedimentacion, el cual consiste en la exposicién al ambiente de las cajas de Petri, que
contienen diferentes medios de cultivo (selectivos y diferenciales), durante un tiempo de

15 min (ver figura 1).

Figura 1: método de sedimentacion.

Toma de muestras en superficies

Para superficies inertes como mesones y jaulas, se empled la metodologia de
hisopado (Gonzélez, 2014), para la cual se utilizaron hisopos médicos multiusos y

estériles.

Durante el muestreo, se tomé el hisopo estéril, y se hizo un barrido sobre la
superficie a evaluar, cada una en direccibn opuesta a la anterior y finalmente se
almacend en la solucién diluyente, que consiste en agua peptonada buferada, para luego

sembrar las muestras en los agares selectivos (ver figura 2). El agua peptonada con la
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muestra al interior se llevaba al laboratorio y se sembraba directamente sobre los medios
de cultivo, para el caso de esporulados como Clostridium sp y Bacillus sp, se calentaban
a 80°C durante 10 minutos para eliminar biota acompafiante y liberar esporas; luego se
inoculaban en agar sangre para permitir el crecimiento de clostridiales

(anaerdbicamente) y agar nutritivo para bacilos esporulados (aerdbicamente).

L. J""‘.']t!*““

Figura 2: método de hisopado; A: hisopado de mesones; B: hisopado de jaulas;

C: agua peptonada; D: siembra de muestras.
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Para las superficies vivas como las manos del personal médico, se utilizé la
metodologia de enjuague, donde el personal presente en el momento del muestreo
introduce sus manos en el medio de cultivo nutritivo, el cual posteriormente se llevd a

incubacion a 37°C por 24 horas. (ver figura 3)

Figura 3: método de enjuague.

Condiciones de Bioseguridad
Durante todo el procedimiento los analistas utilizaron bata de laboratorio, guantes
de latex, cofia, tapa bocas y zapatos cubiertos. Adicionalmente, se empled una cabina

de flujo laminar para la siembra de los cultivos.
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Andlisis de laboratorio

Andlisis del método de sedimentacion para ambientes

Una vez recolectadas las muestras, las cajas fueron incubadas a 35+/-2°C (ver
figura 4), con lecturas a las 24 y 48 horas. Las cajas con Agar sangre que no reportaron
crecimiento a las 32 horas, se dejaron en incubacion durante otras 24 a 48 horas, con
seguimiento de los cambios aparentes en el medio de cultivo, lo anterior con el fin de

minimizar el reporte de falsos negativos en las muestras.

Figura 4: incubacion de muestras colectadas.

Andlisis del método de superficies

Una vez realizado el muestreo, se agitaron los tubos con las muestras de forma

vigorosa y se incubaron durante 24 horas a 35+/-2°C, posteriormente, se inoculo la
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muestra en cajas de Petri, con medios de cultivos selectivos descritos en la tabla 2 y se
realizaron lecturas a las 24 y 48 horas. Las cajas que no reportaron crecimiento se

dejaron en incubacion durante 24 o 48 horas mas, con seguimiento diario.

Tabla 2: medios de cultivo para aislamiento bacteriano.

Medio de cultivo Agente o Indicador

Agar Sangre Streptococcus sp. Clostridium sp.
Agar Mac-Conkey Enterobacterias.

Agar M17 Bacterias acido lacticas.

Agar Baird-Parker Staphylococcus sp.

Agar Manitol sal Staphylococcus sp.

Agar EMB Escherichia coli

Agar Cetrimide Pseudomonas sp.

Agar nutritivo Mesofilos

Aislamiento de colonias

Las colonias caracterizadas morfolégicamente de cada una de las poblaciones
obtenidas a partir de los andlisis microbiol6gicos en ambientes y superficies, fueron
purificadas a través del método de agotamiento en superficie empleando para ello agar
nutritivo y se hizo lecturas 24 horas después. Adicionalmente, se realizé una tincion

diferencial de gram para diferenciar las colonias entre gram-negativos y gram-positivos.

Caracterizacion bioquimica

Una vez purificadas las colonias fueron caracterizadas bioquimicamente por
pruebas bioguimicas como API20E para bacterias Gram negativas de la familia

Enterobacteriaceae y bacilos gram-negativos (108 especies), la lectura se hizo segun
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los criterios del fabricante (Tovar, 2016). Para la identificacién de cocos y bacilos gram
positivos se realizaron pruebas bioquimicas convencionales.

Identificacién de bacterias gram-negativas:

La bateria de pruebas API 20 E es un sistema de identificacion rdpido para
bacterias de la familia Enterobacteriaceae y otras bacterias gram-negativas.
Basicamente consta de 21 test bioquimicos estandarizados y miniaturizados que se leen
mediante una base de datos, los microtubos compuestos por un pocillo y una cupula,

contiene distintos sustratos bioquimicos deshidratados (“APENDICE G,” n.d.).

Tabla 3: pruebas bioguimicas del sistema API 20 E.

PRUEBA ENZIMA
ONPG Beta galactosidasa

ADH Arginina deshidrolasa
LDC Lisina
OoDC Ornitina
URE Urea
CIT Citrato sodico
H2S Tiosulfato sédico
GEL Gelatina de Kohn
GLU Glucosa
MAN Manitol
INO Inositol
RHA Ramnosa
SAC Sacarosa
MEL Melibrosa
AMY Amigdalina
ARA Arabinosa

Inicialmente se realizo la preparacion de la suspension bacteriana, tomando cada

una de las colonias aisladas, se suspendié homogéneamente en 5 ml de solucion salina,
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posterior a esto, se siembra en la galeria API 20 E, llenando con la suspensién bacteriana

cada pocillo de la galeria.

Los microtubulos CIT VP, GEL, se llenaron completamente hasta la cupula. Las
cupulas de los microtubulos ADH, LDC, ODC, URE, H2S, se llenaron con parafina liquida
para obtener anaerobiosis. Posteriormente se deposita la galeria en una camara
hameda, para incubar a 37°c por 24 horas. Pasadas las 24 horas se revisaron las
galerias, aquellas que no contaban con mas de tres pruebas positivas se incubaron 24
horas mas. A las galerias que presentaban mas de tres pruebas positivas, se les realizo
la lectura de los resultados inmediatamente al salir de la incubadora (figura 1) y se

revelaron las reacciones correspondientes de la siguiente manera:

En el microtubo TDA, se afiadié una gota del reactivo fenilalanina (FeCls) al 10 %,
se realiz6 la lectura inmediatamente después de la adicién de este en el microtubo, la

reaccion de esta se considero positiva en presencia de coloracion marrén- rojiza.

En el microtubo VP se afiadi6é una gota de KOH al 40% y una gota de alfa naftol,
se esperaron 10 minutos para leer la prueba, y se determinaron positivas las reacciones

gue generaron un color rosa fuerte o roja.

En el microtubo IND se afiadié una gota del reactivo Kovac’s, se esperaron dos
minutos para leer el resultado de las pruebas y se determinaron positivas las reacciones

gue generaron un anillo rosa- rojo o una coloracién roja uniforme por toda la cupula.

Se realizé la prueba para reduccién de nitritos a nitratos en el microtubo GLU,
afiadiendo una gota del reactivo de Griees; una coloracién rojiza indica una reaccion

positiva, las reacciones negativas de esta prueba se confirmaron con polvo de zinc, en
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los casos en que luego de la adicion, no se generaba una coloracién roja, se determiné
la prueba como negativa (Martinez, 2015).

Luego de esto, se realiz6 la prueba de oxidasa, afiadiendo tres gotas del reactivo

oxidasa en un cultivo reciente, se considero positivo el resultado tras la aparicion de una
coloracion azulada.

Para la identificacion bacteriana se uso el software de identificacion api web.

PRUEBAS NEGATIVAS
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Figura 5: interpretacion resultados API 20 E.

Identificacién de bacterias gram-positivas:

La identificacion de las bacterias gram-positivas se realizdé por medio de pruebas
bioguimicas convencionales.

Para la implementacién de las diferentes pruebas bioquimicas se utilizaron los
fundamentos, medios de cultivo y condiciones de incubacion que recomienda Alzate,

2009 (Alzate Tamayo, 2009). Con el fin de identificar las especies de bacilos y cocos

gram- positivos, se desarrollaron las siguientes pruebas:

La prueba de la Catalasa, se llevd a cabo por el método de portaobjetos, donde

se tom6 una colonia obtenida de agar Nutritivo, se puso sobre un portaobjetos, y se
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adiciono una gota de H202 al 30%. La presencia de un burbujeo inmediato indica

formacion de Oz, considerandose como prueba catalasa positiva.

La Hidrolisis de Almidoén, se verifico, mediante el uso de agar almidon donde se
sembré haciendo una estria central sobre la superficie del medio y se incubo a 35°C
durante 24 horas. Pasado el tiempo de incubacion, se cubrié completamente el medio de
cultivo con Lugol, el almidén intacto forma un complejo purpura o azul oscuro con el
Lugol, cuando se genera hidrolisis se observa la formacion de un halo transparente

alrededor de la linea de crecimiento.

El medio RM/VP, inoculado e incubado, a 37°C por 24 horas, fue utilizado para la
determinacién de las pruebas Rojo de Metilo (RM) Y Voges Proskauer (VP). Para la
prueba de RM se usé, como reactivo revelador, una solucion indicadora de rojo de metilo,
se consider6 como positivas las muestras que después de la adicion de la solucién
conservaron un color rojo brillante estable en la superficie del medio. Para la prueba VP,
se usaron como reactivos reveladores, Alfa Naftol al 5% y KOH al 40%, las reacciones

gue generaron un color rojo, fueron consideradas positivas.

La prueba Citrato, se verific6 mediante el uso del medio Citrato Simmons, se
inocul6 sola la superficie inclinada del agar, por estria, con un inoculo escaso, se incubd
a 37°C por 72 horas. Las pruebas que luego del periodo de incubacién manifestaron un

viraje azul oscuro, se consideraron positivas.

La prueba de reduccion de nitratos se llevo a cabo con el medio Nitrato Movilidad,
gue permitié determinar simultaneamente movilidad y reduccion de nitratos. Se inoculd

con el asa de aguja en el agar a 5 mm antes del fondo, se incub6 a 37°C por 24 horas.
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Para la movilidad se puso en manifiesto la turbidez difusa del medio de cultivo alrededor
de la linea de inoculacion. Para los nitritos se utilizé reactivo de Griess, la aparicion de
una coloracion rosada o roja fue el indicador de prueba positiva. Para la verificacion de

la reduccion hasta N2, se agreg6 una pizca de Zinc.

La capacidad de crecimiento de los microorganismos en presencia de NacCl, se
verificO mediante el uso de agar nutritivo, enriquecido con NaCl al 6.5%, el crecimiento

de colonias en este, se considerd como resultado positivo.

La prueba de fermentacion de los hidratos de carbono: Glucosa, Arabinosa,
Manitol y Xilosa, se llevo a cabo utilizando el medio basico Caldo Rojo de Fenol, al que
se le adicion6 cada uno de los carbohidratos. Se sembraron cada uno de los tubos y se
incubaron a 37°C por 24 horas. El cambio de color rojo a amarillo y la produccion de gas

se consideraron resultados positivos.

Para determinar la estabilidad de los microorganismos a una temperatura de 55°C
(ver Gréfica 1), se realiz6 cultivo de cada cepa en agar nutritivo, se incub6 a 55°C por 24
hora. Se evaluo6 la estabilidad, dependiendo si se observaba crecimiento o no de cada

cepa.

La verificacion del crecimiento y licuefaccion de la gelatina se realiz6 con el medio
de cultivo gelatina. Se inocul6 la muestra por puncion, se incub6 a 37° por 72 horas,
pasado este tiempo, se refrigerd por treinta minutos, al sacar los tubos de la nevera, los
medios que permanecieron liquidos después de esto se consideraron positivos a

licuefaccion.
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La verificacion del hemolisis se realizé6 por medio de agar sangre. Se determiné
como hemolisis Gama, cuando el microorganismo no generaba hemolisis del agar;
hemolisis Beta, cuando se presentaba una hemolisis completa del agar, observandose
completamente transparente alrededor del crecimiento; y hemolisis Alfa, cuando se

presentaba una hemolisis incompleta, no se observaba transparencia total.

Para la realizacion de la prueba de la esculina se utilizé el medio de cultivo, agar
Bilis Esculina, que permite leer la hidrolisis de la esculina por la presencia de un color

negro o castafio oscuro en la superficie del medio.

La verificacion de crecimiento en medio de telurito se realiz6 utilizando agar Baird
Parker enriquecido con telurito. El crecimiento de colonias en este, se consider6 como

un resultado positivo.

Para la prueba de TSI y verificacion de la produccién de SH2, se utilizd el agar
triple azucar y el medio Hugh-Leifson fue utilizado para la prueba de oxidacién-

fermentacion.

Los esquemas de identificacion usados se observan en las gréficas 1 (Bacillus sp.) y 2

(cocos gram-positivos).



Gréfica 1: esquema de identificacién para Bacillus sp. (Adaptado del libro Bergey’s
manual of determinative bacteriology).

Hidrolisis del almidon

(amilasa)
B.subtilis - B.pumilus
B.cereus (VP pos. el rest son neg.)
B.megaterium + B.marinus B.azotoformans
B.stearothermophilus B.sphaericus B.larvae
B.polymyxa B.schlegelii B.pasteurii
B.mycoides VP (Crece a 55°C. el rest no) (Espora redonda, &l resto
B.macerans (voges proskauer) B.popillise espora ovalada.)
B.thuringiensis / B.pasteurii B.popilliae
B.macquariensis B.lentimorbus
B.licheniformis + - B.azotoformans
B.lentus B.badivs
B.alvei B.subtilis B.megaterium B.insolitus
B.anthracis B.cereus 3 hil B.larvae
B.alcalophilus B.pol, g.sreammemwp o B.laterosporus atalasa Citrato
B.coagulans B. mycmdes B pantothenticus
B.brevis B.thuring i B. quariensis
B.circulans B.licheniformis || B.lentus B badius + -
B.firmus B.alvei B.alcalophilus (La espora no es redonda
B pantothenticus B.anthracis B.badius elresto si) B.azotoformens | | B.larvee
B.coagulans B.brevis B.insolitus (Gelatinasa pos.)
B.circulans B.lsterosporus B popillise
/ B pasteurii (Gelatinasa neg.)
B.marinus
l B.sphaericus
Diametro celular > 1pm Célula hinchada
(ancho) (con espora) Célula hinchada
+ / \- + / - (con espora)
B.anthracis B.subtilis B.stearothermophilus B.megaterium + / -
(No mévily B.polymyxa (Crecimiento a 55°C (Citrato pos.)
B.thuringiensis B.licheniformis rest neq.) B.badius B.sphaericus B.insolitus
(Produce proteina | | B.alvei B.macerans (Citrato neg.) B pasteurii (Acido de glucosa.)
insecticida) B.coagul B.pantothenticu. B.laterosporus B.marinus
B.mycoides B.macquariensis (Espora ovalada, el (Acido de glucosa.)
(Colonia rizoide) E.lentus resto espora redonda.)
B.cereus (Catalasa neg-rest pos.)
(Movil) B.alcalophilus
B.brevis
B.circulans Reduccion de nitratos
l + / \ -
Citrato Crecimiento en NaCl 6.5% - -
+ e - Bpasteurii | | B.sohaericus
+ -
B.coagulans B.polymyxa
B.licheniformis (Manitol pos.) B.macerans B.pantothenticus
B.subtilis B.alvei B.macquariensis (Via acido arabinosa neg.)
(Manitol neg.) B.alcalophilus B.circulans
B.brevis (Via 4cido arabinosa pos.)
B.circulans

Crecimiento en NaCl 6.5% \
B.macerans

/ \ Acido de arahjnosa {Formacion de gas en
+ - glucosa pos.)
- / B.alcalophilus
B.subtilis B.coagulans (Formacion de gas en
(No crece a 55°C) B.macquariensis glucosa neg.
B.licheniformis (Rojo de metilo pos.) no crece a pH < 7.0)
(Crece a 55°C) B.brevis B.c:rcufan‘s
(Rojo de metilo neg.) (Formacién de gas en
glucosa neg.
creceapH<7.0)
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Gréfica 2: esquema de identificacion para Cocos gram-positivos (adaptado del libro

Bergey’s manual of determinative bacteriology).

Micrococcus spp.
Staphylococcus spp.
Streptococcus spp.
Enterococcus spp.

(crecimiento con hidrélisis de esculina)\‘

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus mitis

Catalasa - Streptococcus pyogenes Grupo A
+ \ Streptococcus spp. Grupo B
Enterococcus spp.
Micrococcus spp. Streptococcus spp.
Staphylococcus spp.
Fermentacén de Manitol
+ \ -
| Staphylococcus sureus I Staphylococcus spp. ™
Micrococcus spp. HemdQlist

(colonia)

+ -

Pigmento amarillo

| Micrococcus spp. |

|Srap.hyfococcus Spp. |

Fermentacion de Glucosa

)

Sensible a Novobiocina

</

- Streptococcus spp.

'—-—-_-_‘—_________..’ ( ver Bergey's)
Bilis Esculina

+

Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Enterococcus hirae

Enterococcus mundtii

Enterococcus spp.
Streptococcus spp.

Gamrn/a‘

Crecimiento con Telurito
+ -

| Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

(Manitol pos. Colonia blanca.)
Enterococcus hirse

(Manitol neg.)
Enterococcus mundtii

(Manitol pos. Colonia amarilla.)

Bet\‘
Streptococcus pyogenes Grupo A
Streptococcus spp. Grupo B

Alfa

PYR Test

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus mitis

Micrococcus varians |

| Staphylococcus epidermidis |

/

[ Micrococcus luteus l

| Staphylococcus saprophyticus

Streptococcus pyogenes Grupo A
Streptococcus spp. Grupo B
(Streptococcus agalactiae)

Sensible a Optoquina
Si / \ No

Streptococcus pneumoniae | | Streptococcus mitis |
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Conservacion de aislados bacterianos

Con el fin de garantizar la viabilidad, pureza y estabilidad de las colonias aisladas
a través del tiempo, se empled la técnica de conservacion a -80°C, la cual permite el

almacenamiento adecuado de los aislados y la recuperacion efectiva de los mismos.

Durante la conservacion se emple6 glicerol al 15%, como compuesto crioprotector,
con el fin de reducir la cantidad de hielo que se produce y evitar el aumento de la
concentracion ionica. El glicerol ha demostrado ser un buen protector ya que sus
caracteristicas moleculares le permiten simular una vitrificacion alrededor de la bacteria,
lo cual impide que las formaciones de cristales de hielo lesionen las membranas

citoplasmaticas. (Leal & Ramirez, 2005).
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Resultados
La clinica veterinaria Lasallista Hermano Octavio Martinez Lopez f.s.c. aceptdé que
los muestreos se realizaran sin previo aviso en sus instalaciones y al personal que se

encontraba en la clinica al momento de la toma de muestras.

Durante los dos muestreos realizados (septiembre de 2016 y abril del 2017); se
obtuvo un total de 270 aislados correspondientes a 8 areas de la clinica (ver tabla 1),
usando un total de 16 medios de cultivos por area, entre ellos medios selectivos, para el
crecimiento de poblaciones bacterianas especificas. Se utilizd 8 medios de cultivo para
microorganismos ambientales y 8 para microorganismos existentes en superficies (ver
tabla 2), y un total de 14 medios béasicos o de aislamiento primario como agar nutritivo

para las manos del personal.

Se pudo determinar la presencia de colonias bacterianas en cada uno de los
agares selectivos y diferenciales empleados durante los 2 muestreos. Los analisis fueron
determinados por el crecimiento de microorganismos en los medios de cultivo asi: cocos
gram positivos como Micrococcus sp y Staphylococcus sp. en agar Manitol sal y Baird
Parker, B hemoliticos anaerobios como Streptococcus sp y Clostridium sp en agar
sangre, Pseudomona aeruginosa en agar Cetrimide y gram negativas en agar Mac-
Conckey y EMB. Para el género Bacillus sp, las muestras se procesaron previamente a
la siembra mediante el calentamiento a 80°C, de la misma forma se seleccioné los

microorganismos clostridiales.
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El nimero total de aislados obtenidos fue de 270, en los dos muestreos realizados
en las 8 areas evaluadas de la clinica, de este total se categorizaron 95 aislados por
caracterizacion morfolégica de las colonias como color (blanca, amarillosa, negra o
morada), forma (circular, puntiforme o irregular), textura (seca o viscosa), elevacion y

presencia de halo (ver figura 6)

Figura 6: caracteristicas morfologicas de colonias; A: colonia amarilla de forma circular; B:

colonia rosada de apariencia irregular; C: colonias blancas de formas circulares.

En todas las areas muestreadas de la clinica se evidencié crecimiento de
microorganismos, encontrando en algunas zonas mayor contaminacién que en otras,
como es el caso del consultorio 1 y de la zona de preparacion -recuperacion, los datos
se muestran en la gréfica 5. El porcentaje mas bajo de contaminacién se encontr6 en la

zona de infecciosos 2.
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CRECIMIENTO DE BACTERIAS EN LAS DIFERENTES
ZONAS DE MUESTREO, N 95 AISLADOS

Infecciosos 2
(3,55%)

Preparacion
recuperacion
(20,50%)

Cirugia (5,10%)

Infecciosos 1
(9,45%)

Personal (8,10%)

Consultorio 1
(16,50%)

Hospitalizacion
(11,50%)

Urgencias/ Consultorio 2
(13,55%) (11,75%)

Grafica 3: porcentaje de contaminacion bacteriana en las areas muestreadas de la
clinica.

De los 95 aislados obtenidos, 61 corresponden al primer muestreo y 34 al
segundo. El total de colonias fueron diferenciadas y clasificadas como gram-positivas y
gram-negativas a través de la tincion de Gram, donde se pudo determinar que el 47% de
los organismos cultivados correspondian a bacterias gram-negativas y el 53% a bacterias
gram-positivas. A su vez el método de tincién permitié determinar las formas bacterianas

como cocos Y bacilos y colibacilos gram negativos como es el caso de algunas coliformes
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(ver Gréfica 6), siendo util para la realizacién de las pruebas bioquimicas que ayudan en
la identificacion taxonGmica, luego con esta determinacion taxondmica se puede definir

si tienen potencia nosocomial.

Presencia de cocos y bacilos gram +y gram - (n95)

25

20
20 18
17

15 13

10 9

v

cocos gram+ cocos gram - bacilos gram+ bacilos gram - cocos gram+ cocos gram - bacilos gram+ bacilos gram -

PRIMER MUESTREO SEGUNDO MUESTREO

Grafica 4: presencia de cocos y bacilos gram-positivos y gram-negativos durante los dos
muestreos.

Para la identificacion taxondmica de los microorganismos gram-negativos se
realiz6 la prueba bioquimica basada en el indice analitico de perfil (APl 20E), logrando
identificar 25 especies bacterianas tal cual como se encuentra en la gréfica 5,
encontrando grupos taxonomicos con coincidencias superiores al 80%. Aeromona
hidrophyla es una de las bacterias con los porcentajes mas altos encontrados en los
muestreos 30%, seguida de Pseudomona aeruginosa (15%) y Serratia odontifera (1.5%).
Se encontraron taxones con coincidencias en el software APlweb, menores al 80%,
donde se encontraron microorganismos como P.fluorescens, Bordetella sp. Pausterella

pneumotropica y Pantoea sp. Los grupos no definidos fueron categorizados como
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Proteus mirabilis y Klebsiela oxytoca. Estos resultados fueron descritos para el primer

muestreo.
Taxones significativos en el primer muestreo para
gram negativas
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Grafica 5: identificacion taxondmica de los microorganismos.

Para el segundo muestreo se encontraron microorganismos como Proteus
mirabilis y Aeromonas salmonicida con porcentajes de contaminacion del 11% cada
uno, distinguiéndose como los mas altos del muestreo. Es importante anotar que se
presentdé mayor diversidad bacteriana que en los hallazgos encontrados en el muestreo

(ver Gréfica 6).
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Taxones significativos en el segundo muestreo para Gram
negativas
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Gréfica 6: taxones significativos en el segundo muestreo para gram negativas.

En el caso de las bacterias gram-positivas, la caracterizacion bioquimica se realizé
a través de los métodos convencionales, donde se logro aislar e identificar 8 colonias las
cuales correspondian a las especies Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus sp., Streptococcus pneumoniae/Streptococcus mitis, Bacillus

licheniformis, Bacillus cereus, y Bacillus alvei.

Para cada sitio de la clinica se pudo determinar que al menos un agente
nosocomial potencial fue identificado en cada uno de los muestreos (ver figuras 7 y 8).
De otro lado, se pudo evidenciar que el area de preparacion/recuperacion fue la que
registré una mayor presencia de indicadores microbianos, en tanto que el area de cirugia

reportd la menor presencia de microorganismos.
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PLANO CLINICA MUESTREO 1

Infecciosos 2 Haospitalizacidn
Serratio odorifera Leclercia odecarboxyiata
Preparacion/Recuperacion Cirugia
Pseudomona aeruginosa Pseudomona aeruginosa
Aeromona hydrophila Bordetelia spp.

Proteus mirabilis
Klebsiella oxytoca
Serratio odorifera

Infecciosos 1
Pseudomona geruginosa

Personal Urgencias

Aeromona hydrophila
Pseudomona aeruginosa

Consultorio 2
FPasteureilo pneumotropico
Baosilius cereus

Consultorio 1
Pseudomonag aeruginasa
Aeromona spp.
Pseudomaona fluorescens

Figura 7: distribucion de los agentes en las diferentes areas de la clinica en el primer muestreo (en rojo los agentes
nosocomiales).



PLANO CLINICA MUESTREO 2

Infecciosos 2

Burkholderio cepocia

Infecciosos 1
Serratia liguefaciens
Pseudomona aeruginosg

Hospitalizacion

Proteus penneri
Stenotrophomaonas maltophila
Serratia marcescen

Preparacion/Recuperacion

FPhotobacterium domselae
Proteus penneri

Proteus vulgaris
Aeromona salmonicida
Pseudomona luteola

Cirugia
Pseudomona aeruginosa

Personal
Aeromona hydrophila

Urgencias

Yersinia pseudotuberculosis
Pseudomona geruginosa
Proteus mirabilis

Consultorio 2

Proteus mirabilis
Achroboctrum anthopi

Consultorio 1
Pseudomaona fluorescens
Aeromona salmonicida
Pasteureilo pneumotropica
Proteus Mirabilis

Figura 8: distribucion de los agentes en las diferentes areas de la clinica en el segundo muestreo (en rojo los agentes

nosocomiales).
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Discusion.

Los microorganismos llegan a diferentes espacios en forma transitoria, ya sea
directamente por animales o por el hombre e indirectamente por el aire, estableciéndose
y colonizando como microbiota natural normal. Tal es el caso de los agentes bacterianos
encontrados en la clinica veterinaria Lasallista Hermano Octavio Martinez Lopez f.s.c.,
donde la poblacion de patogenos intrahospitalarios llegaron como parte de las
actividades propias de atencion a los animales de la clinica y se establecieron como
microorganismos intrahospitalarios, autores como Alpuche y Daza (2002) y Otero (2002)
soportan el hecho de encontrar poblaciones representativas de patdégenos
intrahospitalarios nativas de los animales y/o de las personas que llegan a consulta u

hospitalizacion (Alpuche C, 2002; Morfin R, Hernandez J, Arredondo J, 2002)

Estudios realizado por Marcelo (Avendafio Rojas, 2006) encontré que en el area
de hospitalizacidn se estableci6 la poblacibn mas representativa de microorganismos con
propiedades patdgenas, resultados similares fueron hallados en esta investigacion
donde en el area de preparacion-recuperacion se presentaron los mayores niveles de
contaminacion; hecho que se explica por los procedimientos pre quirdrgicos y post
quirargicos realizados en esta zona; ademas que en algunas ocasiones se dejan alli

pacientes hospitalizados.

Otro hallazgo interesante es el nivel de contaminacion del consultorio 1; es
probable que esto se deba a la exposicion ambiental que tiene el consultorio, por la

circulacion de pacientes y sus agentes causantes de enfermedad.
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En relacion a la identificacion bacteriana a través del indice analitico de perfil
API20E, segun lo sefialado en la tabla 4, las bacterias que se encontraron con mayor
frecuencia fueron Pseudomona aeruginosa, Pasteurella pneumotropica, Proteus
mirabillis, Aeromonas sp. las cuales se aislaron en los 2 muestreos, otra bacteria
frecuente fue Serratia odorifera que se encontré en mas de una de las areas evaluadas,
siendo estos asociados a infecciones hospitalarias que podrian poner en riesgo la salud
humana y animal, estos hallazgos son soportados con los estudios realizados por
Riveros y Ochoa en 2015, donde se determiné que bacterias de los géneros Shigella,
Salmonella, Campylobacter, Vibrio, Pseudomona, Aeromonas, Yersinia sp., entre otros,
son los responsables de los casos mas severos de infecciones intrahospitalarias,

ademas de que podrian considerarse un proxy de mortalidad (Riveros & Ochoa, 2015).

Segun el estudio de Bernal y col en 2015, las cepas de Pseudomona aeruginosa
han mostrados resistencia a diferentes antibidticos; este microorganismo tuvo una alta
frecuencia de aislamiento en este estudio con un 11.2% de 89 aislados gram-negativos
(Bernal-Rosas et al., 2015). Este patdégeno produce enfermedades recurrentes en los
animales y los humanos, particularmente en los perros y gatos generando otitis, infeccion
del tracto urinario y pioderma (Hariharan, Coles, Poole, Lund, & Page, 2006; Papich,

2013).

Pasteurella pneumotropica fue otro de los patdégenos encontrados en esta
investigacion, Casas y col en 1995, caracterizaron este patbgeno como un agente
resistente a las condiciones medio ambientales permaneciendo por largos periodos de

tiempo, afectando a pacientes inmunocomprometidos, tanto humanos como animales, y
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estan ligados a infecciones como conjuntivitis, rinitis, otitis y linfadenitis (Casals, Almela,

Marco, & Sort, 1995)..

P. mirabilis, otro patégeno caracterizado en esta investigacion, tiene predileccion
por el tracto urinario, su aparicion y proliferacion, en pacientes cateterizados y con
neoplasias malignas, podria representar una amenaza por la resistencia antibiética que

presenta (Nagano, Shibata, Saitou, Nagano, & Arakawa, 2003).

Nagano y col en 2003 obtuvieron aislamientos multirresistentes de P. mirabilis de
pacientes internados y ambulatorios, encontrando que las cepas presentaban

multirresistencia a antibioticos (Nagano et al., 2003).

Serratia odorifera se ha documentado que es una causa de infeccién nosocomial,
se asocia a casos de osteomielitis crénica y de shock séptico secundarios a infecciones

por catéteres (Antonette B Climaco, 2017)

En cuanto a la identificacion bacteriana de las gram-positivas por medio de
pruebas bioquimicas convencionales se lograron agrupar 22 bacillus sp. y 26 cocos
gram-positivos. Se logro identificar taxondmicamente las especies Micrococcus luteus,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus sp., Streptococcus pneumoniae/Streptococcus

mitis, Bacillus licheniformis, Bacillus cereus, y Bacillus alvei.

Los estudios realizados por Kuroki y col en 2009 indicaron que existen varios
tipos de especies de Bacillus en entornos hospitalarios y que las cepas pueden causar

bacteriemia nosocomial por infeccion via catéter (Kuroki et al., 2009).
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Los cocos son bacterias oportunistas que se convierten en patégenas cuando
colonizan nichos donde normalmente no se encuentran, estos se han convertido en la
principal causa de infecciones nosocomiales, especialmente de la circulacion sanguinea,

tracto urinario y sitios quirdrgicos (Olawale, Fadiora, & Taiwo, 2011).

Aungue no se tiene evidencia de presentacion de infecciones hospitalarias en la
clinica, la presencia de potenciales IAH encontradas en este estudio constituye un factor
a tener en cuenta para minimizar los riesgos asociados a la salud de los pacientes y del

personal de la clinica.
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Conclusiones

Se pudo determinar la presencia de colonias bacterianas tanto en ambientes como
en superficies durante los 2 muestreos, se lograron aislar 95 cepas de las cuales el 53%

fueron bacterias gram-positivas y 47% gram-negativas.

Se identificaron taxondmicamente 21 cepas potenciales hosocomiales en ambos
muestreos correspondientes a bacterias gram-negativas y 8 cepas correspondientes a

gram-positivas

Esto muestra que las clinicas veterinarias se enfrentan a un gran desafio en
materia de prevencién, control y tratamiento de las infecciones por estos
microorganismos, similares a las situaciones en hospitales humanos, por otro lado, la
posibilidad de propagacion del ser humano al animal o viceversa requiere atencién

especial.
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Direcciones futuras
Este estudio pionero en Antioquia apunta a la necesidad de investigacién en

control de infecciones en animales de compaiiia.

Se requieren estudios retrospectivos en donde se cuantifique la frecuencia de

infecciones asociadas a hospitales.

Ademas, con este estudio se pretende crear un programa de monitoreo y control
en la clinica; también se recomienda la creacion de un programa de vigilancia y control
evaluando los diferentes agentes biosidas empleados para la limpieza y desinfeccién de

la clinica.

Con esta investigacion se puede crear un estudio de resistencia a antibioticos.
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