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RESUMEN

Durante muchos afos las infecciones nosocomiales han representado un serio problema,
tanto en medicina humana como veterinaria. Con el paso del tiempo, en las bacterias causantes
de estas infecciones, se ha observado un incremento de los niveles de resistencia a los
antimicrobianos comunmente utilizados en la clinica hospitalaria. Esto Ultimo ha provocado una
creciente preocupacion a nivel mundial, adoptandose medidas que permitan controlar y prevenir

su aparicion.

El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio en dos hospitales clinicos veterinarios de
la Universidad de Chile con el fin de muestrear, aislar, identificar, junto a determinar la sensibilidad
a antimicrobianos de cepas bacterianas ambientales descritas dentro de las nosocomiales. Para
cada cepa aislada, se utilizé el kit comercial de identificacién, el BBL Crystal®, mientras que para la

evaluacion de los niveles de resistencia se empleé el método de difusién en placa de Kirby Bauer.

Se tomaron 120 muestras desde distintas dependencias de los dos hospitales clinicos
veterinarios de la Universidad de Chile, aislando e identificandose 56 cepas potencialmente
nosocomiales, 28 Gram (+): Enterococcus faecium (25), Enterococcus faecalis (2), Staphylococcus
intermedius (1); y 28 Gram (-): Enterobacter cloacae (13), Escherichia coli (10), Acinetobacter

baumannii (2), Pseudomonas aeruginosa (2) y Pantoea agglomerans (1).

Del total de cepas Gram (+) 82,1% presentaron resistencia a tres o mas de los
antimicrobianos probados, es decir resultaron ser multiresistentes.  Los mayores niveles de
resistencia se observaron frente al grupo de los B-lactdmicos: oxacilina (89,3%) y ampicilina
(57,1%); tetraciclinas: doxiciclina (71,4%) y tetraciclina (64,3%); y quinolonas enrofloxacino
(67,9%) y ciprofloxacino (64,3%). Ninguna cepa de E. faecium fue resistente a vancomicina.

Las cepas Gram (-) presentaron sélo un 32,1% de multiresistencia, destacando aquéllas
frente a sulfa/trimetropim (46,4%) y ampicilina (42,9%). Por otra parte, el 39,3% de las cepas de

este grupo fueron sensibles a todos los antimicrobianos probados.

Se concluye que de manera similar a lo que ocurre en medicina humana, en los hospitales
veterinarios también se presentan los problemas asociados a la existencia de bacterias
nosocomiales. Es preocupante que 36/56 (64,3%) de las cepas potencialmente nosocomiales
estudiadas mostraron multiresistencia que, en la practica, implica un serio conflicto clinico al elegir

la terapia antimicrobiana adecuada frente a las infecciones producidas por estos microorganismos.



Los resultados corresponden a la realidad de s6lo dos hospitales veterinarios muestreados;
sin embargo, es posible su extrapolacion a una mayor escala, situacion que hace recomendar la
instauracién de programas activos de vigilancia dedicados a seguir la evolucion de estas

infecciones.



ABSTRACT

For many years, nosocomial infections have represented a serious problem in human
medicine, as well in veterinary medicine. Over the years, an increase in the resistance levels of
bacteria that cause this infections has been observed, to most of the commonly used antibiotics in
hospitals. This has brought an increasing worldwide concern and preoccupation leading to adopt

measures that will allow the control and prevention of it's appearance.

The work purpose was to study two clinical veterinary hospitals of the University of Chile so
as to sample, isolate, identify and determinate the susceptibility profile of environmental bacterial
strains described in the literature as nosocomial. For the identification of the isolated strains, the
BBL Crystal® commercial kit was performed, while the Kirby Bauer method was used to
determinate resistance levels.

120 samples were collected from diferent rooms in both veterinary hospitals, isolating and
characterizing 56 potentially nosocomial strains, 28 Gram (+): Enterococcus faecium (25),
Enterococcus faecalis (2), Staphylococcus intermedius (1); and 28 Gram (-): Enterobacter cloacae
(13), Escherichia coli (10), Acinetobacter baumannii (2), Pseudomonas aeruginosa (2) and Pantoea

agglomerans (1).

Of all Gram (+) strains, 82,1% were resistant to three or more tested antibiotics, that is to
say, were multiresistant.  The highest levels of resistance were showed to f-lactam: oxacillin
(89,3%) and ampicillin (57,1%); tetracyclines: doxicycline (71,4%) and tetracycline (64,3%); and
quinolones: enrofloxacin (67,9%) and ciprofloxacin (64,3%). No resistance was found for
vancomycin in E. faecium strains.

Of the Gram (-) strains, only 32,1% were multiresistant, being emphasized the resistance to
sulphonamide/trimethoprim (46,4%) and ampicillin (42,9%). Also 39,3% of the strains were

susceptible to all the tested antibiotics.

In conclusion these results show that problems with nosocomial infections similar to those
observed in human hospitals are present in veterinary medicine as well. Resistant levels are
worrisome, since 36/56 (64,3%) isolated strains showed the multiresistance phenomenon,
representing a serious problem at the moment of choosing the adequate therapy against the

microorganisms involved in this infections.



These results only represented the reality of two analyzed veterinary hospitals, however is
possible that this situation could be extrapolated on a greater scale. Therefore active programs of

monitoring are recommendable, dedicated to follow the evolution of these infections.



INTRODUCCION

Las infecciones nosocomiales son aquellas causadas por bacterias u otros organismos
infectantes, adquiridos por el paciente durante su periodo de hospitalizacién, y cuya manifestacion,
dependiendo del periodo de incubacion de la infeccion, puede darse 48-72 horas después o incluso

una vez dado de alta el paciente.

Las bacterias asociadas a infecciones nosocomiales son comuidnmente resistentes a
antimicrobianos, particularmente a aquellos antibiéticos utilizados con mayor frecuencia en la
clinica de los recintos hospitalarios. Esto ha dificultado enormemente su tratamiento y control, lo
que ha implicado que estas bacterias sean consideradas grandes amenazas, tanto en los

hospitales de medicina humana como en los de medicina veterinaria.

En la actualidad, en medicina humana el tépico infeccidbn nosocomial es intensamente
estudiado por su significativo impacto en la salud publica. Estas infecciones han adquirido gran
importancia ya que presentan una alta prevalencia en los hospitales y porque, ademas, han sido
descritas como una de las mayores causas de mortalidad de los pacientes infectados, significando

un grave problema a nivel mundial.

Por el contrario, los estudios en medicina veterinaria han sido méas bien escasos, siendo
ésta la causa por la cual su incidencia no esta bien establecida; sin embargo, se ha asumido que
muestran semejanzas con los encontrados en medicina humana. De acuerdo a lo anterior, es
altamente probable que estas infecciones actiien de manera similar en los pacientes animales, lo

que ha permitido predecir su futuro en lo que respecta a este tema profesional.

Se planted realizar un estudio en dos hospitales clinico veterinarios de la Universidad de
Chile con el objetivo de muestrear, aislar, identificar y determinar la sensibilidad antimicrobiana de

cepas bacterianas ambientales, potencialmente nosocomiales habitantes de dichos recintos.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Debido a los escasos estudios existentes sobre infecciones nosocomiales en el area de la

medicina veterinaria, principalmente se referira a medicina humana.

1. Infecciones nosocomiales

Las infecciones nosocomiales constituyen un problema de salud importante a lo largo de
todo el mundo. No sélo significan un riesgo para la vida del paciente o para el éxito de un
tratamiento, sino que también implican un incremento en la morbilidad, mortalidad y costos en los

pacientes (Raka et al., 2006).

Aproximadamente uno de cada 10 pacientes hospitalizados es propenso a adquirir una
infeccion intrahospitalaria, siendo el primer costo adicional un aumento en el tiempo de
hospitalizacién. Una estadia prolongada, a su vez, implica un mayor empleo de medicamentos y el

uso de otros estudios con fines diagnésticos que también elevan los costos (Graves, 2004).

Se ha visto que mas del 70% de las bacterias causantes de infecciones nosocomiales son
resistentes al menos a uno de los antibidticos cominmente usados en su tratamiento. Estos
microorganismos son causantes de un incremento en los costos de cuidados médicos y de estadia
en el hospital (Muto et al., 2003), y ademéas pueden ser transmitidos a la comunidad por los
pacientes después del alta hospitalaria, el personal de atencién de salud y los visitantes, pudiendo

causar graves enfermedades en la comunidad (OMS, 2003a).

La incidencia de infecciones nosocomiales es altisima en gran parte de los paises en
desarrollo, debido a la falta de supervision, a las escasas practicas preventivas de infecciones y a
la alta densidad poblacional que existe en algunos hospitales (Tietjen et al., 2003a). Segun Raka
et al., (2006) los estudios han indicado que las infecciones nosocomiales ocurren en un 5 a 10% de
todas las hospitalizaciones en Europa y Norteamérica, y en mas de un 40% de las
hospitalizaciones en distintas partes de Asia, Latinoamérica y Sudafrica. A su vez, una encuesta
de prevalencia realizada en 55 hospitales de 14 paises, mostré que un promedio de 8,7% de los

pacientes hospitalizados presentaron infecciones nosocomiales (OMS, 2003a).

1.1. Definicion

Las infecciones nosocomiales son aquellas que no estan presentes, ni en periodo de
incubacion cuando el paciente ingresa al recinto hospitalario y, en general, se considera que éstas

se presentan posterior a las 48-72 horas del ingreso al centro asistencial (Alpuche y Daza, 2002).
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Para ser clasificada como una infeccion, esta condicion debe manifestarse como una enfermedad
clinica y no como una simple colonizacion, la cual significa que los microorganismos estan
presentes, pero no ejercen efectos adversos en el hospedero. Sin embargo, un paciente
asintomatico puede considerarse infectado si los microorganismos patégenos son encontrados en
algun sitio del cuerpo que normalmente es estéril, como el liquido cerebroespinal o la sangre
(Emori y Gaynes, 1993).

1.2. Agentes etiolégicos

Una gran variedad de microorganismos, tales como bacterias, virus, hongos y parasitos
pueden ser causantes de infecciones nosocomiales. Referido al punto anterior es que se ha

descrito a las bacterias como uno de los mas importantes agentes etioldgicos de estas infecciones.

= Bacterias comensales. Son microorganismos que colonizan distintas superficies del cuerpo,
ademas de ciertas cavidades internas. Tienen una importante funcion protectora al prevenir la
colonizacion de microorganismos patégenos; sin embargo, y en determinadas circunstancias,
estas bacterias pueden causar infeccion en el hospedero natural (Dominguez y Gibello, 2002).
Esta situacion se da si:

- Afectan a pacientes inmunocomprometidos (Dominguez y Gibello, 2002).

- Encuentran acceso a zonas del cuerpo normalmente estériles (Johnson, 2002).

- Se desarrollan de sobremanera, estableciéndose como un organismo dominante por sobre
el resto (Johnson, 2002).

= Bacterias patégenas. Tienen mayor grado de virulencia y causan infecciones de manera
independiente del estado del hospedero (OMS, 2003b). Son consideradas intrinsecamente
patdégenas, generando que un gran numero de pacientes que se ven expuestos a ellas
presenten signos clinicos (Johnson, 2002).

1.3. Reservorios y transmision

Las bacterias causantes de infecciones nosocomiales pueden transmitirse de varias
formas. Pueden ser contraidas a partir de la propia flora del paciente (infeccion endégena) o bien
desde otro paciente o0 miembro del personal del hospital (infecciéon cruzada). También pueden ser
transmitidas desde el medio ambiente a través de objetos inanimados o sustancias recién

contaminadas provenientes de otro foco de infeccion (infeccion ambiental) (OMS, 2003a).

» Flora permanente o transitoria del paciente (infeccién enddgena). Las bacterias presentes



en la flora normal causan infeccién por transmision de éstas a sitios fuera de su habitat natural,
dafio en los tejidos (heridas) o un tratamiento inapropiado con antibiéticos que generan una
disminucién de ciertas bacterias, permitiendo la proliferacién excesiva de bacterias resistentes.
Un ejemplo de esto corresponde a las bacterias Gram negativas del aparato digestivo, las
cuales son capaces de colonizar y causar una infeccion en el sitio de una herida, posterior a

una intervencion quirdrgica abdominal o urinaria (OMS, 2003b).

Flora de otro paciente o miembro del personal (infeccién cruzada). En ese caso los
pacientes hospitalizados que tienen una infecciébn o son portadores de microorganismos
patdégenos son focos potenciales de infeccién para los demas pacientes y para el personal de
salud. Los pacientes que se infectan en el hospital constituyen un nuevo foco de infeccién

(OMS, 2003a). Las bacterias se transmiten de un paciente a otro por medio de:

- Contacto directo entre pacientes, a través de manos y/o sus ropas (Tietjen et al., 2003b).

- Aire, mediante gotitas o polvo contaminado con bacterias (Tietjen et al., 2003b).

- Personal médico que es contaminado durante la atencién de un paciente. Este se
convierte en portador transitorio o permanente y posteriormente transmite las bacterias a
otros pacientes. Se ha descrito que manos, ropa, nariz y garganta corresponden a
importantes reservorios de patégenos, siendo las manos la principal fuente de infeccion
nosocomial, lo cual probablemente se debe a la inadecuada desinfeccién de éstas entre la
manipulacién de los distintos pacientes (Johnson, 2002; OMS, 2003b)

Flora del ambiente del recinto hospitalario. Diversos microorganismos persisten en el
ambiente hospitalario, contribuyendo a la presentacién de infecciones de tipo nosocomial
(Morley, 2004). Se ha descrito la presencia de patégenos en los equipos médicos utilizados en
los hospitales tales como endoscopios, laringoscopios, traqueotubos, estetoscopios,
termémetros, catéteres intravenosos, sondas urinarias, ventiladores mecénicos e instrumentos
quirdrgicos. También las superficies del hospital corresponden a reservorios de
microorganismos que incluyen suelos, jaulas, paredes, manillas, mesones, escobillas y teclados

de computadores (Johnson, 2002).

1.4. Factores de riesgo

Existen muchos factores que favorecen las infecciones en los pacientes. Estos pueden

ser divididos en dos categorias:

Susceptibilidad intrinseca de los pacientes a la infeccion. Los factores intrinsecos

corresponden a aquellos que son inherentes al paciente debido a las malas condiciones en las
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gue se encuentra. Esto estda explicado por el inmunocompromiso que presentan algunos

pacientes los cuales se ven mas susceptibles a contraer infecciones. (Emori y Gaynes, 1993).

= Factores extrinsecos que alteran la susceptibilidad a la infeccién. Estos factores
dependen de las medidas tomadas, y de los manejos y cuidados realizados por el personal

médico del recinto hospitalario (Emori y Gaynes, 1993). Dentro de ellos encontramos:

- Hospitalizaciones prolongadas (Saloojee y Steenhoff, 2001).

- Mayor nimero de manejos y procedimientos realizados en cuidados intensivos (Johnson,
2002).

- Gran variedad de procedimientos médicos y técnicas invasivas que crean posibles vias de
infeccion (Tietjen et al., 2003a).

- Administracién de antibioticos a los pacientes (Saloojee y Steenhoff, 2001), lo cual genera
una presion de seleccién, favoreciendo el incremento de resistencia bacteriana. Es bien
sabido que gran parte de los patdgenos nosocomiales son naturalmente resistentes a los
antimicrobianos comunmente usados en los hospitales, o bien poseen la habilidad de
adquirir esta resistencia (Emori y Gaynes, 1993), de esta forma se generan bacterias

farmacoresistentes las cuales pueden ser transmitidas a otros pacientes del lugar.

1.5. Patégenos bacterianos nosocomiales

Las especies bacterianas que causan infecciones nosocomiales han variado enormemente
a lo largo del tiempo; en un inicio los patdgenos predominantes fueron Gram positivos. Luego, con
la introduccién de los antibiéticos, se produjo una disminucion de estas infecciones las que pasaron
a ser producidas mayoritariamente por bacterias Gram negativas (Alpuche y Daza, 2002). Sin
embargo, en algunos paises los patdégenos Gram positivos predominan por sobre el 60%, mientras

que los Gram negativos son inferiores al 30% (Morfin et al., 2002).

Entre los principales agentes bacterianos Gram positivos aislados en medicina humana, se
mencionan las cocaceas Staphylococcus aureus meticilino-resistente (SAMR) (Leonard y Markey,
2008) y Enterococcus spp., destacdndose dentro de este u(ltimo, Enterococcus faecium vy
Enterococcus faecalis (DeLisle y Perl, 2003). Entre los bacilos Gram negativos no fermentadores
encontramos a Acinetobacter baumannii (Francey et al., 2000) y Pseudomonas aeruginosa (Gibb
et al., 2002), mientras que en los bacilos fermentadores, las enterobacterias Klebsiella pneumoniae
(Sanchez et al., 2006) y Escherichia coli (Bean et al., 2008).

En el caso de medicina veterinaria los pocos trabajos de bacterias descritas como

nosocomiales no difieren mucho de las aisladas en humanos, siendo las mas documentadas
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Staphylococcus aureus meticilino-resistente (Weese et al., 2007), Enterococcus faecium (Boerlin et
al., 2001), Escherichia coli (Gibson et al., 2008), Acinetobacter baumannii (Francey et al., 2000) y

Ps. aeruginosa (Smarick et al., 2004)

1.5.1 Staphylococcus spp.

Staphylococcus aureus corresponde a uno de los principales agentes nosocomiales
descritos en hospitales humanos (Said-Salim et al., 2003). Los pacientes colonizados con esta
bacteria y el personal médico del lugar corresponden a la mayor fuente de infeccion, y su
transmision ocurre principalmente a través de las manos contaminadas del personal (Boerlin et al.,
2001). Las cepas meticilino-resistentes han sido registradas como un problema emergente en
medicina veterinaria particularmente en pequefios animales (Weese et al., 2007) y equinos (Seguin
etal., 1999 y Weese et al., 2004).

Otra bacteria importante de este género corresponde a Staphylococcus intermedius,
patdégeno descrito como nosocomial en medicina humana (Villalobos et al., 2001). Pertenece a la
flora normal de la piel de perros, siendo ademas agente causal de piodermas y otitis externas
(Seol, 2005). S. intermedius usualmente no coloniza a humanos y por ende el personal médico de
un recinto asistencial no es reservorio de esta bacteria. Los cuadros clinicos veterinarios
asociados a este microorganismo son esencialmente iguales a aquellos asociados a S. aureus. De
acuerdo a lo anterior, es esperable que la epidemiologia de las infecciones causadas por S.
intermedius en los hospitales veterinarios sea similar a la encontrada por S. aureus, siendo ésta

una razoén importante por la que se debe tenerle una mayor consideracion (Boerlin et al., 2001).

Las especies S. aureus y S. intermedius se encuentran dentro del grupo de los
Staphylococcus coagulasa positivos. Existe una buena correlacion entre la produccién de
coagulasa y la capacidad patdégena de los Staphylococcus de tal manera que, en general, se
considera que los Staphylococcus coagulasa positivos son patégenos y que los Staphylococcus
coagulasa negativos no lo son, aunque algunas especies pertenecientes a este Ultimo grupo se
han relacionado con procesos patolégicos tanto en animales como humanos (De la Fuente y
Orden, 2002).

1.5.2 Enterococcus spp.

Son miembros de la flora normal intestinal de humanos y animales (Boerlin et al., 2001),
siendo microorganismos de suma importancia puesto que son estudiados como especie indicadora
de resistencia antimicrobiana (Harwood et al., 2000). Representan un importante grupo de

patdégenos nosocomiales encontrados en los hospitales humanos (DeLisle y Perl, 2003). Muy
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pocos estudios han sido publicados sobre estas infecciones en animales, pero han sido
observados como patdgenos oportunistas en perros y gatos. E. faecium ha sido descrito como

agente nosocomial en gatos siendo aislado desde heridas postquirdrgicas (Boerlin et al., 2001).

1.5.3 Escherichia coli

E. coli es la especie predominante de la micropoblacién normal del tracto digestivo de
humanos y animales (Blanco et al., 2002). En humanos es el patdégeno oportunista mas
frecuentemente asociado a infecciones nosocomiales del tracto urinario (Bean et al., 2008). En
animales de compafiia este organismo es un importante patégeno y ha sido encontrado como
causa de infecciones nosocomiales asociadas a intervenciones quirdrgicas (Sanchez et al., 2002;
Gibson et al., 2008) e infecciones del tracto urinario relacionadas a sondas urinarias en perros
(Smarick et al., 2004; Ogger-Gyles et al., 2006a).

1.5.4 Enterobacter spp.

Las especies correspondientes al Género Enterobacter son importantes patégenos
humanos, particularmente entre los pacientes hospitalizados (Goncgalves et al.,, 2000).
Enterobacter cloacae es agente causal frecuente de infecciones nosocomiales en hospitales
humanos, especialmente asociadas al tracto urinario, bacteremias, neumonias e infecciones de
heridas quirargicas. En animales, se ha observado a esta bacteria comensal de perros y gatos

asociada a infecciones nosocomiales de heridas quirdrgicas (Weese, 2008).

Enterobacter agglomerans, conocida en la actualidad como Pantoea agglomerans, es un
microorganismo comunmente encontrado en suelo, agua y plantas. Rara vez se ha visto su
presencia como agente causal de enfermedades; sin embargo, ha sido aislado como patégeno
oportunista desde heridas, sangre y orina en humanos. Si bien es poco reconocido como agente
nosocomial, se ha visto que puede causar epidemias entre los pacientes hospitalizados asociadas
al uso de dispositivos intravenosos contaminados (Bicudo et al., 2007).

1.5.5 Acinetobacter baumannii

Acinetobacter spp. son bacterias ampliamente distribuidas en el medio ambiente, también
encontradas en la flora normal de piel y membranas mucosas tanto de humanos como de
animales. Son responsables de infecciones esporadicas y brotes nosocomiales en humanos; pero
ademas, han sido asociadas a infecciones oportunistas en perros y gatos, sugiriéndose a esta
bacteria como agente causal de infecciones nosocomiales en animales (Bergogne-Bérézin y
Towner, 1996; Francey et al., 2000; Boerlin et al., 2001).

13



1.5.6 Pseudomonas aeruginosa

En medicina humana Ps. aeruginosa ha sido reconocida como patdégeno nosocomial que
se presenta, preferentemente, en pacientes inmunocomprometidos o que padecen quemaduras en
su superficie corporal (Tsakris et al., 2000). En perros, es un agente causal de piodermas, otitis e
infecciones del tracto urinario (Rubin et al., 2008), y se ha observado en menor grado su
participacién en ellos como agente nosocomial, siendo aislado desde heridas postquirdrgicas
(Ozaki et al., 1990) e infecciones del tracto urinario asociadas al uso de sondas urinarias (Smarick
et al., 2004; Ogger-Gyles et al., 2006a).

1.5.7 Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae es una importante causa de infeccion nosocomial de heridas
postquirargicas y del tracto urinario en pacientes humanos y animales (Roberts et al., 2000;
Smarick et al., 2004). Es un organismo comensal del intestino que rara vez causa complicaciones
entéricas. Ha sido frecuentemente aislado desde muestras nosocomiales en pacientes humanos,

y ha presentado un amplio perfil de resistencia a antimicrobianos (Sanchez et al., 2006).

1.6. Tipos de infecciones nosocomiales

En los individuos existen diferentes sistemas donde las infecciones nosocomiales pueden
desarrollarse. En medicina humana se han descrito como una gran amenaza para los pacientes
de Unidades de Cuidados Intensivos, a aquellas infecciones asociadas a distintos dispositivos; se
nombran las infecciones del tracto urinario asociado a sondas urinarias, neumonias asociadas a
ventilacion mecanica e infecciones sanguineas asociadas a catéteres intravenosos (Rosenthal et
al., 2006). Ademéas de éstas, se ha determinado que las infecciones de sitios intervenidos
quirargicamente también son una importante causa de infeccion nosocomial y tienen una alta
frecuencia en los hospitales humanos (Tietjen et al., 2003c). En el caso de la medicina veterinaria,
las escasas publicaciones revelan algo similar a lo encontrado en medicina humana, mencionando
como las mas frecuentes a las infecciones de heridas quirtrgicas e infecciones del tracto urinario
(Johnson, 2002).

1.6.1 Infecciones del tracto urinario asociadas a sondas urinarias

Las infecciones del tracto urinario son el tipo mas comun de infeccién nosocomial en los
hospitales humanos, constituyendo el 40-50% del total de las hospitalizaciones. Se ha observado
gue el 80% de estas infecciones estan asociadas al uso de sondas urinarias, razén por la cual se

ha determinado que el factor de riesgo mas importante para su ocurrencia es el sondaje urinario
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(Savas et al., 2006).

En veterinaria, estudios realizados en pequefios animales, han documentado infecciones
nosocomiales asociadas al uso de sondas urinarias en unidades de cuidados intensivos (Smarick
et al., 2004; Ogger-Gyles et al., 2006a). Johnson (2002) ha establecido que inflamaciones de la
uretra, 0 traumas en uretra y vejiga, pueden predisponer a colonizaciones bacterianas e
infecciones del tracto urinario en los pacientes. La mayoria de las infecciones del tracto urinario
que afectan a los animales, son causadas por bacterias Gram negativas, incluyendo a E. coli, Ps.
aeruginosa y K. pneumoniae (Smarick et al., 2004; Ogger-Gyles et al., 2006a).

1.6.2 Neumonias

En los hospitales humanos las neumonias son el segundo tipo de infeccién nosocomial
mas comun, luego de las del tracto urinario; y son la principal causa de mortalidad como resultado
de una infeccion intrahospitalaria (Mercado, 2005). Dentro de los factores de riesgo se menciona la
ventilacion mecéanica prolongada, permanencia en la Unidad de Cuidados Intensivos, tiempo de
hospitalizacién en la Unidad de Cuidados Intensivos y severidad de la enfermedad (Johnson,
2002).

En la clinica veterinaria cada vez es méas extendido el uso de ventilacion mecanica,
especialmente para contrarrestar las alteraciones de perfusion-ventilacion que se producen durante
la anestesia (Granados et al., 2007). Dentro de las neumonias nosocomiales son importantes
aquéllas por aspiracidn ocurridas en pacientes sometidos a anestesia y en otros cuya condicion es
débil y sufren de vémitos. Si previo a la aspiracion, estos pacientes han permanecido durante
muchos dias hospitalizados, existe la posibilidad de que sus oro-faringes hayan sido colonizadas
por microorganismos nosocomiales y de esta forma, la neumonia involucre a estas bacterias. Por
otra parte los nebulizadores utilizados en el tratamiento de enfermedades respiratorias, han sido
identificados como una potencial fuente de bacterias patégenas, por lo que deben ser higienizados

y secados entre cada uso, ademas de su desinfeccion frecuente (Johnson, 2002).

1.6.3 Infecciones de heridas quirargicas

Las infecciones de heridas quirdrgicas son el tercer tipo méas frecuente de infeccion
nosocomial en los hospitales humanos. Aproximadamente el 15% de estas infecciones afecta a los

pacientes hospitalizados y el 38% a los pacientes quirdrgicos (Owens y Stoessel, 2008).

En pequefios animales, las infecciones de heridas corresponden al tipo méas comun de

infeccion nosocomial, ocurriendo en 3,5 a 7,6% de todas las heridas quirirgicas de perros y gatos
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(Johnson, 2002). Los factores de riesgo que promueven estas infecciones en pacientes
veterinarios son la duracion prolongada de la cirugia, depilacién previa del sitio a intervenir, las
endocrinopatias (especialmente diabetes mellitus), el trauma en los tejidos y la implementacion de
drenajes (Eugester et al., 2004). Los procedimientos quirargicos inciden en la producciéon de una
infeccion en la herida quirdrgica debido a que las incisiones realizadas durante la cirugia
interrumpen las barreras normales protectoras de la piel y mucosas. Esto, sumado a la presencia
de tejidos desvitalizados, hematomas, tejidos blandos traumatizados, espacios muertos, formacion
de seromas y la presencia de material extrafio en la herida, limitan la habilidad de las defensas
para controlar la colonizacidon bacteriana (Johnson 2002). Estudios sefialan el aislamiento de
Staphylococcus aureus (Leonard y Markey, 2008), Enterococcus faecium (Boerlin et al., 2001),

Enterobacter cloacae (Weese, 2008), y Acinetobacter baumannii (Boerlin et al., 2001).

1.6.4 Infecciones sanguineas

Las infecciones nosocomiales sanguineas han adquirido cada vez mas importancia debido
a que se encuentran dentro de una de las mas frecuentes y severas complicaciones infecciosas en
los hospitales de medicina humana (Mitt et al., 2009). Se ha observado que un 70% de ellas estan

relacionadas con el uso de catéteres intravenosos (Wenzel, 2007).

En medicina veterinaria son escasas las documentaciones sobre la incidencia de estas
infecciones y su relacion con el uso de catéteres intravenosos en pequefios animales (Lobetti et al.,
2002). La mayoria de los estudios describen brotes, en donde se han determinado infecciones de
catéteres, condicionados a la preparacion inadecuada de la piel del paciente, contaminaciéon de
soluciones antisépticas, contaminacion de gasas y otros vectores no identificados. Se ha
observado que las principales fuentes de infeccién se relacionan con la contaminacion del sitio de
localizacion del catéter, la calidad de los equipos del hospital, y las manos del personal veterinario;
ademas, se suma el hecho que los pacientes, en este caso animales, constantemente ensucian el
catéter con saliva, comida, orina, deposiciones y sangre durante su utilizacién (Johnson, 2002). Se
ha determinado que los microorganismos que colonizan el catéter intravenoso son posibles
precursores de estas infecciones, asi S. aureus, Klebsiella spp., E. coli, Acinetobacter spp. y

Enterobacter spp corresponden a aquellos mas cominmente aislados (Lobetti et al., 2002).

1.7. Mecanismos de prevencion

La prevencion es el factor mas importante para el control de las infecciones nosocomiales.
A pesar del enorme esfuerzo realizado por los equipos médicos de los hospitales para disminuirlas,
se ha visto que éstas siguen manifestandose en los pacientes hospitalizados y que, ademas,

pueden afectar al personal que labora en el lugar. Se debe sefialar que gran parte de los
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profesionales que trabajan en los hospitales algunas veces actian como vectores de la
enfermedad, diseminando la infeccion. Ciertas medidas de prevencion pueden reducir
significativamente esta condicién; un ejemplo de ello corresponde a la frecuencia en el lavado de
manos la cual es una de las mas importantes medidas de control de infecciones. El uso de ropa
para proteccién, como guantes y mascarillas, también cumplen un rol primordial en la prevencion
de estas infecciones; sin embargo, comunmente son utilizados de manera inapropiada,

incrementado innecesariamente los costos de servicio (Saloojee y Steenhoff, 2001).

En general se recomienda al equipo médico de los hospitales veterinarios, implementar un
protocolo de limpieza, considerando la frecuencia de los aseos, tipos de desinfectantes, practica de
lavado de manos y el uso de técnicas asépticas en el manejo de dispositivos invasivos; ademas,
establecer barreras de proteccion entre animales, disminucién de los tiempos de hospitalizacion y

determinacion de los posibles vectores de microorganismos (Johnson, 2002).

2. Resistencia bacteriana

En las bacterias, la resistencia a diferentes agentes antimicrobianos se ha convertido en
una de las principales amenazas para la salud publica y animal. Poco después de la introduccion
de los antibidticos a las practicas clinicas en los afios cincuenta, comenzé a manifestarse la
resistencia bacteriana. En las décadas de los 70 y 80 ya era evidente que algunas bacterias
habian desarrollado o adquirido mecanismos protectivos contra distintos antimicrobianos en su
lucha por la supervivencia, surgiendo de esta manera bacterias multiresistentes de gran
preocupacion para la medicina humana. En el caso de la medicina veterinaria, solo a principios de
los afios 70 se observé la aparicibn de bacterias resistentes a los distintos antimicrobianos

utilizados en esta area (Mateu y Martin, 2001).

El aumento de publicaciones y conferencias de médicos humanos y veterinarios en el
Gltimo tiempo, promoviendo el uso racional de antimicrobianos y generando conciencia sobre este
tema, es un reflejo de la inquietud que generan las infecciones producidas por bacterias

multiresistentes.

2.1 Definicién

La resistencia bacteriana representa la capacidad de los microorganismos de resistir la
accion de los antimicrobianos. Actualmente, una bacteria se considera resistente cuando las
concentraciones de un antimicrobiano, necesarias para inhibir el crecimiento de ella in vitro, son
mayores que las concentraciones que alcanza el antimicrobiano en el suero o en tejidos, medidos

por la concentracion inhibitoria minima (MIC) (Campos, 2005).

17



2.2 Bases genéticas de laresistencia

El material genético de una bacteria contiene la informacion para desarrollar mecanismos
de resistencia; de esta manera, la aparicion y diseminacién de estos se ve favorecida por la
posibilidad que poseen las bacterias de modificarlo o recibirlo de forma horizontal desde otras
bacterias (Alpuche y Daza, 2002).

2.2.1 Resistenciaintrinseca

La resistencia intrinseca es una caracteristica que poseen algunas especies bacterianas,
las cuales son resistentes a un antimicrobiano en forma natural, ya sea porque carecen de sitios
blancos especificos sobre los que un farmaco en particular ejerce su accién o porque su pared
celular bacteriana es impermeable a la droga (Hoffman, 2001). Un ejemplo de ello corresponde a
E. coli la cual es intrinsecamente resistente a vancomicina ya que esta Ultima es una molécula
demasiado grande para pasar a través de los canales de porinas de su membrana externa
(McCarter, 2005).

2.2.2 Resistencia adquirida

La resistencia adquirida puede originarse por cambios puntuales en el material genético
(mutaciones) o por la recepcién de genes de resistencia (transferencia). EI primer tipo de
resistencia sefialado ocurre gracias a la mutacion espontdnea de uno o mas genes, generalmente
por errores durante la replicacion del ADN; el segundo, implica la obtencién de ADN desde otra
bacteria, lo cual es preocupante considerando que, en general, la resistencia se desarrolla contra
multiples antibacterianos y ésta puede diseminarse de una bacteria a otra (Ogger-Gyles et al.,
2006b).

La adquisicion de ADN ocurre por tres mecanismos principales que permiten la
transferencia de material genético entre bacterias: transformacion, transduccién y conjugacion,
siendo esta ultima el método mas comun de transferencia de ADN entre bacterias. Involucra el
contacto entre célula-célula y puede ocurrir entre cepas de la misma especie bacteriana o entre
especies diferentes (Clarke, 2006).

Existen dos elementos principales involucrados en la adquision de ADN: plasmidios y
transposones. Los plasmidios corresponden a pequefios segmentos de ADN circular
extracromosomal los cuales, si bien, no son indispensables para la supervivencia bacteriana,
pueden conferir propiedades de virulencia o resistencia a antimicrobianos (Mateu y Martin, 2001).

Los plasmidios de resistencia (plasmidios R) poseen genes que codifican resistencia a
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antimicrobianos, siendo responsables de la gran mayoria de la resistencia observada,
especialmente en la familia de las Enterobacteriaceae (Hoffman, 2001). Los transposones o
“genes saltarines” son elementos méviles de ADN que pueden trasladarse, desde un segmento de
ADN a otro, incluyendo entre plasmidios y cromosomas (Clarke, 2006). Por otra parte, otro
elemento recientemente asociado a transferencia de mecanismos de resistencia son los
integrones, elementos genéticos potencialmente méviles capaces de integrar y expresar genes de
resistencia (Gonzalez et al., 2004). Pueden encontrarse en los cromosomas, transposones o
plasmidios, utilizando estos dos ultimos elementos como vehiculos para su transmisién (Boucher et
al., 2007). Su conformacién esta dada por dos componentes basicos: attl, sitio especifico de
recombinacién al cual se integra ADN adicional en forma de cassettes génicos; y asociado a éste,
intl, gen que codifica la enzima integrasa, que media la recombinacién del sitio (Gonzalez et al.,
2004; Boucher et al., 2007). Los cassettes de genes de resistencia son segmentos de ADN que
pueden encontrarse liboremente en forma de moléculas circulares covalentemente cerradas
(Gonzalez et al., 2004). El reconocimiento e insercidn de los cassettes en el sitio de anclaje del
integrén, solo puede llevarse a cabo gracias a la accién de la integrasa (Gonzalez et al., 2004).
Multiples cassettes génicos pueden integrarse en el mismo integron y causar la expresion de

resistencia a multiples agentes antimicrobianos (Ogger-Gyles et al., 2006b).

En resumen, existen muchas formas mediante las cuales las bacterias pueden adquirir
genes de resistencia. Aguellos mecanismos que involucran genes de resistencia transmisibles son
de particular importancia ya que estos pueden diseminarse rapidamente, confiriendo a la bacteria

modificada resistencia a uno o mas antimicrobianos.

2.3 Elrol de los biofilms en laresistencia

Algunas bacterias, como Ps. aeruginosa, son capaces de crecer en una matriz extracelular
de polisacaridos la cual se ancla irreversiblemente a un sustrato sélido y facilita la adhesion de los
microorganismos.  Esta comunidad sésil o microcolonia de bacterias, es llamada biofilm; fue
descubierta por primera vez por Van Leeuwenhoek en la superficie de los dientes (Donlan y
Costerton, 2002).

Las bacterias que se organizan en biofilms pueden volverse resistentes a los agentes
antimicrobianos mediante distintos factores. Por un lado, la matriz extracelular del biofilm restringe
la difusién de diferentes sustancias, incluidos los antimicrobianos, disminuyendo de esta manera la
concentraciéon de antimicrobiano que finalmente ingresa. Relacionado con este mecanismo se ha
observado que los aminoglucosidos, de carga positiva, poseen una penetracion restringida a
través de la capa de exopolisacéarido del biofilm ya que esta se encuentra cargada negativamente.

Por otra parte, otro mecanismo de resistencia involucra la baja tasa de crecimiento que
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caracterizan a las células del biofilm. En general, los antimicrobianos poseen una mayor efectividad
de accién sobre aquellas células con crecimiento acelerado. De esta manera, ciertos
antimicrobianos no cumplen su propésito frente a las células que conforman los biofilms (Lewis.
2001). Los biofilms proveen el ambiente adecuado para la diseminacién de resistencia a través de

plasmidios que codifican para multiresistencia a antimicrobianos (Donlan, 2002).

En medicina humana y veterinaria existe gran preocupacion por la formacion y colonizacion
de biofilms en los dispositivos médicos (catéteres intravenosos, sondas urinarias) utilizados en
pacientes criticos (Donlan y Costerton, 2002) ya que estos son posibles fuentes de

microorganismos nosocomiales importantes.

2.4 Mecanismos de resistencia

Existen al menos cuatro grandes mecanismos de resistencia antimicrobiana y una bacteria
puede utilizar uno, combinacién de varios o todos. Estos son: inactivacién de la droga mediante
la produccién de enzimas que la destruyen; modificacion o proteccidon de la molécula blanco de
manera tal que ya no es significativamente afectada por la droga; exclusién intrinseca o
presencia de una barrera que evita la entrada del compuesto activo a la célula bacteriana; y
eflujo activo de la droga, este Ultimo es un tipo especial de exclusion en el que la molécula que
inicialmente ingresa a la célula bacteriana a través de la membrana celular es transportada de

vuelta al medio extracelular (Jenkinson, 1996; Schwarz y Chaslus-Dancla, 2001).

2.4.1. Destruccién e inactivacion del antimicrobiano

Este mecanismo de resistencia consiste en la produccién de enzimas que destruyen el
antimicrobiano mediante hidrélisis, como por ejemplo las B-lactamasas producidas por gran
variedad de bacterias Gram negativas y algunas Gram positivas. Por otro lado, otras bacterias
Gram negativas pueden producir enzimas capaces de modificar la estructura de los
antimicrobianos, como es el caso de las enzimas modificadoras de aminoglucdsidos y

cloranfenicol (Sussmann et al., 2002; McCarter, 2005).

2.4.2. Modificacién o proteccion del sitio blanco

Este mecanismo de resistencia bacteriana consiste en la modificacion del sitio blanco del
farmaco con lo cual los antimicrobianos ya no podran ejercer su accidn (Sussmann et al., 2002).
Alternativamente puede existir la produccion amplificada de dicha molécula blanco a niveles tales
que la dosis de antimicrobiano es insuficiente (Jenkinson, 1996). La proteccion del sitio blanco,

como por ejemplo las subunidades 30S y 50S ribosomales, implica la produccién de proteinas
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especificas que lo protegen de la accion del antimicrobiano; esto es parte de los mecanismos de

resistencia observados frente a tetraciclinas (Schwarz y Chaslus-Dancla, 2001).

2.4.3. Barreras de permeabilidad

La célula bacteriana puede ser capaz de impedir que un antimicrobiano alcance una

concentracion adecuada en el sitio de accion, evitando su entrada al medio intracelular por:

= Permeabilidad de la membrana externa. Mecanismo propio de microorganismos Gram
negativos los cuales poseen una membrana lipidica externa que constituye una barrera
intrinseca para la penetracién del antibiético (Sussmann et al., 2002).

= Permeabilidad de la membrana interna. Consiste en una modificacion energética que
compromete el transportador aniénico que lleva al antibiético hacia el interior de la célula. La
presencia de capa lipidica en la membrana actia como un mecanismo de resistencia para

medicamentos hidrofébicos (Sussmann et al., 2002).

= Alteracién de porinas. Estas son canales de difusion presentes en la membrana externa de
bacterias Gram negativas. Debido a una mutacién, se produce la modificacion de estas

proteinas, generando una disminucion del paso del antibiético (Sussmann et al., 2002).

2.4.4. Eflujo activo de la droga

Se produce gracias a la presencia de proteinas especializadas de membrana, las cuales
forman canales que exportan activamente a un agente antimicrobiano fuera de la célula bacteriana,

tan rapido como entra (McCarter, 2005).
2.5 Causas del incremento de la resistencia bacteriana

Los gérmenes patdgenos desarrollan la resistencia a los antimicrobianos por un proceso
denominado seleccion natural. Cuando una poblaciéon microbiana esta expuesta a un antibiético
sucumbiran los microorganismos mas sensibles, dejando sélo aquéllos que son resistentes al
ataque del antimicrobiano. Este proceso es un fendmeno natural e imparable, exacerbado por el
abuso, uso excesivo y mal uso de los antimicrobianos. Aun asi, cualquier utilizacién de
medicamentos antimicrobianos, apropiados o no, aplica una presion selectiva sobre las
poblaciones de microorganismos. Sin embargo, cuanto mas antimicrobianos se empleen, mayor
serd la presion. Por ello es necesario alcanzar el beneficio maximo del efecto curativo de los
antimicrobianos, en particular en los paises en desarrollo, donde no sélo se utilizan mal, sino que

con frecuencia se emplean de modo insuficiente a causa de las limitaciones financieras. Al mismo
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tiempo es indispensable reducir al minimo las oportunidades para que surja la resistencia. En la
practica, ello significa el uso amplio e inteligente de los antimicrobianos, ni demasiado poco, ni en
exceso, y nunca de modo inadecuado. Las practicas inapropiadas de prescripcién, que incluyen la
eleccioén errénea del medicamento y la dosificacion o duracion de tratamiento incorrectas, la mala
observacion del tratamiento y el empleo de medicamentos de baja calidad, son elementos que

contribuyen a la aparicién de microorganismos farmacoresistentes (OMS, 2000).

2.6 Patdgenos nosocomiales resistentes a antimicrobianos

La emergencia de agentes resistentes a antimicrobianos es una problema global de salud
publica, especialmente en aquellos patdégenos causantes de infecciones nosocomiales (Hsueh et
al.,, 2002). Debido a que la exposiciéon de los microorganismos a los antimicrobianos es el factor
mas importante en la aparicion de resistencia, no es sorprendente el hecho de que aquellas
bacterias que se encuentran en el ambiente hospitalario tiendan a presentar una mayor resistencia
en comparacion a aquellas bacterias presentes en la comunidad. Como consecuencia, las
infecciones nosocomiales frecuentemente involucran bacterias multiresistentes (Ogger-Gyles et al.,
2006b).

Los microorganismos de mayor preocupacion en los hospitales de medicina humana en
Estados Unidos incluyen a K. pneumonia, E. coli y Enterobacter spp. resistentes a cefalosporinas
de tercera generacion, Ps. aeruginosa resistente a ciprofloxacino, Enterococcus vancomicina
resistente, Staphylococcus aureus meticilina-resistente y Staphylococcus coagulasa negativos
resistentes a oxacilina (Fridkin et al., 2002). Una comparacion realizada entre los datos reportados
por el National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) durante 1998-2002 y Enero-Diciembre
2003, mostré la diferente evolucién de los parametros de resistencia en distintas bacterias
asociadas a infecciones nosocomiales en pacientes humanos de unidades de cuidados intensivos.
De acuerdo a lo anterior, se observé un incremento de 47% de K. pneumoniae resistente a
cefalosporinas de tercera generacion, 11% de resistencia de S. aureus resistentes a meticilina,
oxacilina o nafcilina, 9% de Ps. aeruginosa resistente a fluoroquinolonas y 1% de Staphylococcus
coagulasa negativo resistente a meticilina. Sin embargo, también se ha observado que la tasa de
incremento de resistencia ha disminuido para otros patdégenos, incluyendo a Enterococcus
vancomicina resistente, que de una tasa de resistencia de 31% en el afio 2000 bajo a 12% en el
2003; lo mismo ha ocurrido con Enterobacter spp. cuya tasa de resistencia disminuy6 en un 6%.
En el caso de E. coli no hubo modificacién en la resistencia a cefalosporinas de tercera generacién
(NNIS, 2004).

En medicina veterinaria, a partir de distintos estudios, se ha logrado determinar un

incremento de la resistencia a antimicrobianos por parte de los patdégenos nosocomiales
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encontrados en animales de compafiia. Un estudio realizado en el hospital veterinario The
University of Georgia Small Animal Veterinary Teaching Hospital, recopilé la informacion de todos
los casos asociados a E. coli ocurridos durante los afios 2000-2001, registrando el aislamiento de
33 cepas de E. coli nosocomiales resistentes a 16 antimicrobianos diferentes. Destaca dentro de
éstas la resistencia observada frente a la gran mayoria de las cefalosporinas, B-lactamicos y
fluoroquinolonas (Sanchez et al, 2002). Smarick et al. (2004) aislaron a Ps. aeruginosa de origen
nosocomial desde infecciones del tracto urinario en perros resistente a [-lactamicos y
cefalosporinas. Otro estudio realizado en un hospital veterinario en Suiza sefiala la presencia de
infecciones nosocomiales por E. faecium en gatos resistentes a penicilina, cefoperazona,
estreptomicina, gentamicina, tetraciclina, eritromicina, enrofloxacino y ciprofloxacino (Boerlin et al.,
2001). Cepas de Staphylococcus aureus meticilina-resistentes han sido aisladas desde perros
(Weese et al.,, 2004) y equinos (Seguin et al., 1999; Weese et al., 2004) hospitalizados en
diferentes recintos hospitalarios veterinarios. Francey et al., (2000) realizaron un estudio
retrospectivo de dos afios en un hospital veterinario de Suiza, registrando el aislamiento de 10
cepas de A. baumannii desde perros y gatos. Todas ellas presentaron multiresistencia,
principalmente a cefoperazona, gentamicina, cloranfenicol, tetraciclina y cotrimoxazol. Por ultimo,
se ha registrado el aislamiento de E. coli resistentes a cefalosporinas de tercera generacion y
fluoroquinolonas a partir de infecciones nosocomiales en perros de un hospital veterinario en la

Universidad de Queensland (Warren et al., 2001).

Los estudios anteriormente sefialados demuestran que la gran mayoria de los patdégenos
nosocomiales aislados desde animales presentan niveles de resistencia principalmente a [3-
lactamicos, cefalosporinas, aminoglucosidos, tetraciclinas, sulfa/trimetropim y fluoroquinolonas.
Dentro de este Ultimo grupo de antimicrobianos, si bien el enrofloxacino es el recomendado para
uso en animales (Cooke et al., 2002), algunos veterinarios en forma esporadica han incorporado en
sus terapias al ciprofloxacino, cuyo uso es mas bien humano (Appelbaum y Hunter, 2000). Este
hecho ha generado la aparicion de cepas nosocomiales resistentes a ambos farmacos (Warren et
al., 2001) por lo que la inclusion del ciprofloxacino en los estudios de susceptibilidad antimicrobiana
es cada vez mas comun. Actualmente no se han encontrado estudios en medicina veterinaria que
registren la presencia de cepas nosocomiales resistentes a vancomicina. Este antimicrobiano es
considerado como Ultima alternativa terapéutica frente a infecciones por bacterias Gram (+)
resistentes a B-lactdmicos, especialmente S. aureus meticilina resistente (HICPAC, 1995; Hamilton-
Miller, 2002). En medicina humana ya existen estudios sobre aislamientos de cepas de S. aureus
vancomicina resistentes (Hamilton-Miller, 2002) por lo que este antimicrobiano debe ser utilizado
s6lo como ultimo recurso, a fin de evitar una situacion similar a la encontrada en hospitales
humanos. En la actualidad, la realizacion de estudios de susceptibilidad antimicrobiana en cepas
de origen nosocomial se hace imprescindible, considerando los perfiles de resistencia observados

en los distintos estudios.
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3. Situacién nacional

En Chile, especificamente en el area de la medicina humana, se han realizado una serie de
estudios sobre aislamientos de bacterias nosocomiales en distintos recintos hospitalarios. Esto ha
permitido desarrollar un gran nimero de medidas para la prevencién y control de estas infecciones,

como también la determinacion de su prevalencia y niveles de resistencia.

En la década de los 80, como consecuencia de la gran importancia adquirida por las
infecciones nosocomiales y, debido a la magnitud que significaba dicho problema en términos de
morbilidad, mortalidad y financiamiento, se crearon los equipos de infecciones intrahospitalarias,
cuya misién primordial fue determinar la situacion epidemioldgica real de estas infecciones en los
hospitales publicos del pais (Demetrio y Arguello, 2002). Para esto fue necesario la
implementacién de un programa de vigilancia, definido como un sistema activo y selectivo de
pesquisa de estas infecciones nosocomiales. Para este efecto existen equipos de control en cada
establecimiento hospitalario publico del pais que realizan, regularmente, una revision de registros
clinicos de determinados grupos de pacientes (Ministerio de Salud de Chile, 2007). En Chile los
patébgenos nosocomiales més importantes aislados en los hospitales de medicina humana
corresponden a S. aureus meticilina-resistente, E. coli y K. pneumoniae resistentes a
cefalosporinas de tercera generacién y Enterococcus vancomicina resistente (Garcia, 2003; Pinto,
2002).

En relacibn a la situacion veterinaria nacional sobre la vigilancia de infecciones
nosocomiales a la fecha, no existen publicaciones que sefialen medidas organizativas para el
control y prevencién de estas infecciones, como tampoco antecedentes sobre aislamiento de estas

bacterias desde animales y su resistencia a antimicrobianos.

Estudios de susceptibilidad antimicrobiana han sido realizados en cepas clinicas de
bacterias descritas en la literatura como nosocomiales donde los resultados han demostrado
elevados niveles de multiresistencia frente a los antimicrobianos cominmente utilizados en la
clinica de pequefios animales (Felil 2005; Sanchez et al., 2006). La persistencia de esta cepa en
el ambiente hospitalario significa un riesgo para los pacientes ahi hospitalizados quienes pueden
adquirirla, produciendo una infeccion de tipo nosocomial. Es por esto, que al igual que en medicina

humana, es necesario implementar programas de vigilancia en el area de la medicina veterinaria.

La vigilancia epidemiologica de estas infecciones es una herramienta que permite conocer
la situacién actual de estas infecciones con el proposito de programar acciones para su prevencion
y control, e identificar areas que puedan requerir investigaciones mas especificas (Ministerio de
Salud de Chile, 2007).

24



OBJETIVOS

1. Objetivo general

Aislar e identificar agentes bacterianos ambientales descritos como nosocomiales y

determinar su sensibilidad a antimicrobianos.

2. Objetivos especificos

" Aislar cepas bacterianas ambientales de dos recintos hospitalarios veterinarios de
la Universidad de Chile.

" Identificar las cepas ambientales potencialmente nosocomiales de los dos recintos

hospitalarios veterinarios de la Universidad de Chile.

] Determinar la sensibilidad antimicrobiana de las cepas identificadas en los dos

recintos hospitalarios veterinarios de la Universidad de Chile.
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MATERIAL Y METODOS

1. Muestras

Se recolecté un total de 120 muestras desde las diferentes dependencias que conforman
los dos hospitales clinicos veterinarios de la Universidad de Chile, sedes Bilbao y Santa Rosa. En
cada sede, la toma de muestras varido segin el nimero de dependencias existentes en ellas,
obteniéndose 75 muestras de la sede Bilbao y 45 de Santa Rosa. Se consideraron las areas de
consulta, hospitalizacion, cirugia y radiologia; y dentro de cada una de ellas, diferentes sectores.
En estos sectores se seleccionaron diferentes superficies a muestrear, tomando asi, muestras de
jaulas, mesones de trabajo, muebles, maquinas de anestesia y equipo de rayos X. Las muestras
fueron tomadas obligadamente en presencia de animales en el caso de las salas de
hospitalizacion, y después de la atencion de pacientes en las salas de consulta, pabellén quirargico
y toma de radiografias. Por cada sala se consideraron tres muestras, con excepcién de la sala de
hospitalizacién donde ademas, el nUumero de muestras aumentd en relacion a la cantidad de

pacientes en jaula.

La obtencion aséptica de cada muestra se realizd6 con torunda de madera estéril,
previamente humedecida en suero fisioldgico. Esta se froté sobre un area de 5.0 x 5.0 cm de cada
superficie muestreada. Cada torunda, depositada en un tubo estéril, fue quebrada para adaptarla al
tamafio del tubo, siendo inmediatamente transportada en caja isotérmica y procesada una vez
llegada al laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile. En el laboratorio, cada muestra fue sembrada en 5 ml. de caldo tripticasa
soya, como medio de enriquecimiento; asi fue incubada a 37°C. por 24 horas (Lemmen et al.,
2001).

2. Aislamiento bacteriano

Luego de la incubacion, solo desde los tubos donde se observd desarrollo bacteriano,
visualizado por turbidez o sedimento, se realizd la siembra para el aislamiento bacteriano sobre
placas Petri, por diseminacién o agotamiento. Se utilizaron dos medios especiales: agar soya
tripticasa sangre, medio mejorado de alto valor nutritivo; y agar MacConckey, selectivo-indicador
gue inhibe el crecimiento de la mayoria de los microorganismos Gram positivos y permite
diferenciar bacterias que fermentan o no la lactosa. La incubacion se realizd a 37°C. en

condiciones de aerobiosis, esperando desarrollo hasta las 48 horas.
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3. Identificaciéon de cepas bacterianas

En este estudio, para realizar la identificacién de las cepas bacterianas aisladas se requirié
inicialmente seleccionar colonias de interés mediante la observacién de algunas de sus
caracteristicas como: desarrollo (exigencia de los medios de cultivo), colonia (tamafo, morfologia,
hemodlisis, pigmentacion, lisa, rugosa) y caracteristicas bioquimicas manifestadas sobre los medios
de cultivo (lactosa (+) o (-)). Una vez seleccionadas las colonias de interés, se procedié a observar
la afinidad tintorial a la tincion de Gram (Gram (+) y Gram (-)), la micromorfologia individual
(cocéacea, bacilo, espirilo) y la forma de presentacion (individual, en grupos) de éstas. El
antecedente referido a la tincion de Gram fue requerido posteriormente en el proceso de

identificacion.

Para la identificacion de las cepas se utilizd el kit BBL Crystal® que corresponde a un
método comercial estandarizado de identificacion bacteriana por sus propiedades bioquimicas;
para ello la cepa a identificar debi6é estar pura y caracterizada segun el Gram. Existe un kit para
bacterias Gram (+) y otro para patégenos entéricos/no fermentadores Gram (-), siendo ademas
requerida para este ultimo, la reaccion del indol. En ambos casos se procedid segun las
indicaciones del fabricante.

4. Determinacién de la susceptibilidad antimicrobiana

Todas las cepas fueron sometidas al método por difusiéon en placa de Kirby Bauer, segin
las normas del “National Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS, 1997). Los discos
de antimicrobianos utilizados para Gram (+) fueron: Ampicilina (10pg), Oxacilina (1pug), Tetraciclina
(30ug), Doxiciclina (30ug), Enrofloxacino (10ug), Ciprofloxacino (5ug), Vancomicina (30ug),
Gentamicina (10ug), y Sulfa/trimetropin (25u0); y para Gram (-), Ampicilina, Tetraciclina, Doxiciclina,
Enrofloxacino, Ciprofloxacino, Gentamicina, y Sulfa/trimetropin. Para el estudio de susceptibilidad
de E. faecium y E. faecalis se emplearon discos de Gentamicina de alta carga (120ug) en

consideracion a la resistencia intrinseca de estas cepas frente a los aminoglucésidos.

La lectura e interpretacion de los resultados se basaron en la normas NCCLS (1997),
fijando asi los limites entre sensibilidad, sensibilidad intermedia y resistencia. Las cepas con
interpretacion de sensibilidad intermedia fueron consideradas en este estudio como cepas

sensibles.

Como cepas controles para Gram (+) se utilizaron Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Enterococcus faecalis ATCC 29212; y para las Gram (-), Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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RESULTADOS
1. Aislamiento bacteriano
De las 120 muestras tomadas, se eliminaron 40 de ellas por desarrollo polimicrobiano (26)
o desarrollo de especies del Género Bacillus (14). En las 80 restantes, s6lo hubo desarrollo

bacteriano atribuible en 66 (82,5%).

Cuadro 1. Namero, porcentaje y distribucion de 80 muestras, segln desarrollo atribuible y

sede de origen. Hospitales veterinarios U. Chile. 2008.

Sede Bilbao Sede Santa Rosa Total
Muestras
Ne° % Ne° % Ne° %
Con desatrrollo 41 74,5 25 100 66 82,5
Sin desarrollo 14 25,5 0 0 14 17,5
Totales 55 100 25 100 80 100

De las 66 muestras con desarrollo bacteriano, distintas colonias fueron seleccionadas para
su estudio. Asi como determinadas muestras fueron descartadas puesto que sus colonias no
presentaron caracteristicas atribuibles a posibles cepas nosocomiales, de algunas muestras se
eligi6 mas de una colonia con caracteristicas diferentes entre ellas y de interés para este trabajo.

Como resultado se obtuvo 66 cepas que fueron posteriormente estudiadas.

La distribucion por sede del nimero y porcentaje de cepas estudiadas y las cepas

potencialmente nosocomiales, se presenta en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Niumero y porcentaje de cepas estudiadas y potencialmente nosocomiales seguin

sede de origen. Hospitales veterinarios U. Chile. 2008.

Cepas Sede Bilbao Sede Santa Rosa Total
N° % N° % N° %

Estudiadas 41 100 25 100 66 100

Potencialmente nosocomiales 37 90,2 19 76,0 56 84,8
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El Cuadro 3 desglosa el numero y porcentaje de cepas Gram (+) y Gram (-) potencialmente

nosocomiales, y su distribucién.

Cuadro 3. Numero y porcentaje de cepas potencialmente nosocomiales, segun tincién de

Gram y sedes de origen. Hospitales veterinarios U. Chile. 2008.

Sede Bilbao Sede Santa Rosa Total
Cepas Ne° % N° % N° %
Nosocomiales 37 100 19 100 56 100
Gram (+) 21 56,8 7 36,8 28 50
Gram (-) 16 43,2 12 63,2 28 50

En el Cuadro 4 se indican las distintas areas donde se efectud la toma de muestras.

Cuadro 4. Numero y porcentaje de cepas potencialmente nosocomiales, segun area de

aislamiento y sede de origen. Hospitales veterinarios U. Chile. 2008.

Sede Bilbao Sede Santa Rosa Total
Area N° % N° % N° %
Consulta 1 2,7 5 26,3 6 10,7
Hospitalizacién 25 67,6 12 63,2 37 66,0
Cirugia 8 21,6 2 10,5 10 17,9
Radiologia 3 8,1 ) ) 3 5,4
Total 37 100 19 100 56 100

(-): Recinto sin toma de muestras por menor concurrencia de pacientes.

En el Cuadro 5 se presenta nimero y porcentaje de cepas potencialmente nosocomiales

segun diferentes sectores del area de hospitalizacién de la sede Bilbao.

Cuadro 5. Numero y porcentaje de cepas potencialmente nosocomiales, segln sector del

area hospitalizacién, sede Bilbao. Hospital veterinario U. Chile. 2008.

Area Sector N© %

Hospitalizacién Sala Comuan 8/25 32
Sala Infecciosa 6/25 24
Sala No infecciosa 6/25 24
Sala Gatos 5/25 20

Total 25/25 100
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El Cuadro 6 presenta la distribucion de las cepas potencialmente nosocomiales segun los

diferentes sectores de las areas de consulta y hospitalizacion de sede Santa Rosa.

Cuadro 6. Numero y porcentaje de cepas potencialmente nosocomiales, seguin sectores en

las areas consulta y hospitalizaciéon, sede Santa Rosa. Hospital veterinario U. Chile. 2008.

Area Sector B %
Hospitalizacién Sala Infecciosa 9/12 75
Sala No infecciosa 3/12 25
Consulta Consulta - Cirugia 4/5 80
Consulta - Clinica 1/5 20

2. ldentificaciéon de cepas bacterianas

De ambas sedes, las principales especies bacterianas potencialmente nosocomiales

aisladas correspondieron a E. faecium, E. cloacae y E. coli.

Cuadro 7. Nimero y porcentaje de especies bacterianas potencialmente nosocomiales,

segun sede de origen. Hospitales veterinarios U. Chile. 2008.

Especie bacteriana Sede Bilbao Sede Santa Rosa Total
N° % N° % N° %

Enterococcus faecium 20 54,1 5 26,3 25 44,6
Enterobacter cloacae 7 18,9 6 315 13 23,2
Escherichia coli 6 16,2 4 21,0 10 17.8
Acinetobacter baumannii 2 54 0 0,0 2 3,6
Pseudomonas aeruginosa 1 2,7 1 53 2 3,6
Enterococcus faecalis 1 2,7 1 53 2 3,6
Staphylococcus intermedius 0 0,0 1 53 1 1,8
Pantoea agglomerans 0 0,0 1 5,3 1 1,8
Total 37 100 19 100 56 100
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Dentro del grupo de las Gram (+), la especie potencialmente nosocomial con mayor

frecuencia de aislamiento, 25/28 (89,3%) fue E. faecium (Grafico 1).

Gréfico 1. Frecuencia de aislamiento de 28 cepas Gram positivas potencialmente

nosocomiales. Hospitales veterinarios U. Chile. 2008.

Frecuencia De Aislamiento

25

E Enterococcus faecium

E Enterococcus faecalis

E Staphylococcus intermedius

Especie Bacteriana

La frecuencia de aislamiento de cepas Gram (-) potencialmente nosocomiales se detalla en
el Grafico 2, destacando E. cloacae, 13/28 (46,4%), y E. coli, 10/28 (35,7%).

Gréafico 2. Frecuencia de aislamiento de 28 cepas Gram negativas potencialmente

nosocomiales. Hospitales veterinarios U. Chile. 2008.
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3. Estudio de susceptibilidad antimicrobiana

De las cepas potencialmente nosocomiales, 32/56 (57,1%), presentaron resistencia a tres o

mas de los antimicrobianos probados en este estudio, es decir fueron multiresistentes (Grafico 3).

Gréfico 3. Porcentajes de mono y multiresistencia de 56 cepas potencialmente

nosocomiales. Hospitales veterinarios U. Chile. 2008.
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28 cepas Gram (+) potencialmente nosocomiales fueron resistentes al menos a uno de los

de los 9 antimicrobianos estudiados. De ellas 23/28 (82,1%) fueron multiresistentes (Grafico 4).

Grafico 4. Porcentajes de mono y multiresistencia de 28 cepas Gram positivas

potencialmente nosocomiales. Hospitales veterinarios U. Chile. 2008.
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De las 28 cepas Gram (-) potencialmente nosocomiales, 11/28 (39,3%) fueron sensibles a
los 7 antimicrobianos estudiados. 17/28 (60,7%) resultaron resistentes al menos a uno de los

antimicrobianos. Multiresistencia se encontré en 9/28 (32,1%).

Gréfico 5. Porcentajes de mono y multiresistencia de 28 cepas Gram negativas

potencialmente nosocomiales. Hospitales veterinarios U. Chile. 2008.
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Cuadro 8. Perfil de susceptibilidad a antimicrobianos de 28 cepas Gram positivas

potencialmente nosocomiales. Hospitales veterinarios U. Chile. 2008.

N° | Aislado Especie A Ox T D Enmr Cip Van G  Stx
1 (001-3 E. faecium R R R R R Si S Sl S
2 ]1003-2 E. faecium Si Sl R R SI Sl S S S
3 |009-2 E. faecium R R S S R R S S S
4 |1014-1 E. faecium S R R Sl S SI S Sl S
5 1022-3 E. faecium R R S S R R S S S
6 |029-1 E. faecium R R S S R S S S
7 1033-3 E. faecium R R Sl R R Sl S S
8 1036-1 E. faecium R R R R Si Si S Sl S
9 ]038-2 E. faecium S R R R Sl S S Sl S
10 (051 E. faecium R R R R R R S R R
11 (054 E. faecium R R R R R R S S R
12 (055 E. faecium R R R R R R S R R
13 [ 060 E. faecium Sl R S R R R S S S
14 (061 E. faecium R R R R R R S R R
15 ({062 - S E. faecium R R R R R R S R R
16 (076 E. faecium R R R R R R S R R
17 (082 E. faecium R R R R R R S R R
18 (083 E. faecium R R R R R R S R R
19 | 085 E. faecium S R R R SI R S R R
20 (087 E. faecium R R R R R S R R
21 (508 -M * E. faecium S R R R R S Si S
22 |1511-S * E. faecium Si R R R R R S R R
23 1538-S * E. faecium S R R R Sl Si S Sl S
24 [551-1 * E. faecium S S S S R Sl S S S
25 (045-1 * E. faecium S R Sl Sl S SI S R S
26 537 * E. faecalis S R Sl R S R R
27 (513 * E. faecalis S R SI S R S
28 * S. intermedius R S S S S S S S R

* Bacterias aisladas desde sede Santa Rosa

A (ampicilina); Ox (oxacilina); T (tetraciclina); D (doxiciclina); Enr (enrofloxacino); Cip
(ciprofloxacino); Van (vancomicina); G (gentamicina); Sxt (sulfa/trimetropim).

R = resistente; S| = sensibilidad intermedia; S = sensible
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En el Gréfico 6 se desglosan los porcentajes de resistencia de las 25 cepas de E. faecium
aisladas en este estudio, encontrando 15/25 (60%) cepas resistentes a ampicilina, 23/25 (92%) a
oxacilina, 19/25 (76%) a doxiciclina 18/25 (72%) a tetraciclina, 18/25 (72%) a enrofloxacino, 16/25
(64%) a ciprofloxacino, 12/25 (48%) a gentamicina y 11/25 (44%) a sulfa/trimetropim. Por otra

parte, se observo que todas las cepas fueron sensibles a vancomicina.

Gréafico 6. Porcentajes de resistencia de 25 cepas de Enterococcus faecium. Hospitales
veterinarios U. Chile. 2008.
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Cuadro 9. Perfil de susceptibilidad a antimicrobianos de 28 cepas Gram negativas

potencialmente nosocomiales. Hospitales veterinarios U. Chile. 2008.

N° | Aislado Especie A T D Enr Cip G Sxt
1 |002-2 E. cloacae R S Sl S S S S
2 (015-2 E. cloacae S S S S S S S
3 (016-3 E. cloacae S S Sl S S S S
4 1017-3 E. cloacae S S S S S S R
5 030-2 E. cloacae R SI SI R R R R
6 033-2 E. cloacae R S SI R R R S
7 062 - M E. cloacae R SI R Si R R R
8 501-2 * E. cloacae S S SI S S S S
9 502-1 * E. cloacae S S S S S S S
10 |515-M * E. cloacae S S S S S R
11 |516-M * E. cloacae S S S S S S S
12 | 527 * E. cloacae R SI S S S S SI
13 | 536 * E. cloacae Si S S S S S S
14 |020-2 E. coli R R R R R R R
15 |025-2 E. coli R R R R R R R
16 |026-2 E. coli S S SI S S S R
17 1029 -2 E. coli S S S S S S S
18 |031-1 E. coli R R R R R R R
19 |031-2 E. coli R R R R R R R
20 |519-M * E. coli R S S R R R R
21 |538-M * E. coli Sl SI S S S S R
22 | 539 * E. coli S S S S S S R
23 | 563 * E. coli S S S S S S
24 |035-2 A. baumannii R S S S S S S
25 | 053 A. baumannii S SI S S S S S
26 [077-M Ps. aeruginosa R R R R S S R
27 |548-M * Ps. aeruginosa S S S S S S S
28 |560-M * P. agglomerans S S S S S S S

* Bacterias aisladas desde Sede Santa Rosa

A (ampicilina); T (tetraciclina); D (doxiciclina); Enr
(gentamicina); Sxt (sulfa/trimetropim).

R = resistente; S| = sensibilidad intermedia; S = sensible

(enrofloxacino); Cip (ciprofloxacino);
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El Gréafico 7 presenta la resistencia de las cepas de E. cloacae a los diferentes

antimicrobianos probados en este estudio, sobresaliendo 5/13 (38,5%) cepas resistentes a

ampicilina 'y 4/13 (30, 8%) a sulfa/trimetropim.

Grafico 7. Porcentajes de resistencia de 13 cepas de Enterobacter cloacae. Hospitales

veterinarios U. Chile. 2008.
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En el Grafico 8 se observan los niveles de resistencia alcanzados por E. coli, destacando la

resistencia de 8/10 (80%) cepas a sulfa/trimetropim. En menor porcentaje (50%) a ampicilina,

gentamicina, enrofloxacino y ciprofloxacino.

Gréafico 8. Porcentajes de resistencia de 10 cepas de Escherichia coli.
veterinarios U. Chile. 2008.
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DISCUSION

El presente estudio, realizado en los dos hospitales clinicos veterinarios de la Universidad
de Chile, donde se atienden mayoritariamente caninos y felinos, nos sefiala en ellos un alto
porcentaje de bacterias ambientales potencialmente nosocomiales, con el agravante que revelan, a
su vez, un elevado nivel de resistencia a los antimicrobianos aqui estudiados que corresponden a
los aplicados principalmente en la rutina clinica de pequefios animales. Lo anterior corrobora que
el pais no esti ajeno al problema mundial del aumento de resistencia antibacteriana de estas

cepas.

1. Aislamiento bacteriano

Los estudios sobre bacterias nosocomiales habitualmente son referidos a aislamiento de
cepas microbianas desde pacientes infectados y de su entorno hospitalario. En este trabajo, la
busqueda de bacterias de connotacidn nosocomial, sélo implic6 el estudio del ambiente
hospitalario, procedimiento considerado en los programas de vigilancia de estas infecciones debido
a la contribucibn que posee la contaminacion ambiental en la ocurrencia de las infecciones
nosocomiales (Morley, 2004). Algunos estudios que sefialan lo anteriormente descrito
corresponden a los realizados por Warren et al., (2001), Sanchez et al., (2002) y Weese et al.,
(2004) quienes observaron la relacion directa entre las cepas nosocomiales aisladas desde
animales y las encontradas en el ambiente hospitalario. Dentro de los objetivos sanitarios de un
recinto hospitalario, las medidas de prevencion y tratamiento de enfermedades son primordiales,
por lo que los protocolos de aislamiento e impedimento de diseminacion de infecciones, de aseo e
higiene integral, entre otros, deben ser exhaustivos. En estas condiciones los microorganismos
ambientales de esos recintos, por lo tanto, s6lo debieran reflejar su origen desde los pacientes
ingresados y del manejo que en ellos se ha realizado. La existencia de estos microorganismos en
el ambiente, en este trabajo, fue inferida como de potencialmente nosocomiales al considerar que
las muestras siempre fueron tomadas ante o posterior a la presencia de pacientes y que, ademas,

corresponden a algiin microorganismo previamente identificado como nosocomial.

De las 120 muestras tomadas, la eliminacién de 40 de ellas se debi6 a la presencia de
especies del Género Bacillus, bacterias esporuladas que segun la literatura no tienen relevancia
nosocomial, o bien a aquellas muestras con desarrollo polimicrobiano que corresponde a la
presencia simultanea de cuatro 0 mas especies diferentes, con desarrollo confluente y muy

abundante que impidieron el proceso de aislamiento.

Al observar el Cuadro 1 se aprecia que el mayor numero de muestras con desarrollo

atribuible, se obtuvo en el hospital de la sede Bilbao, hecho que se explica por la mayor casuistica
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de pacientes hospitalizados sobre la sede Santa Rosa. Al analizar el total de muestras con
crecimiento microbiano, se observa una diferencia porcentual entre ambas sedes, 74,5% v/s 100%;
de acuerdo a esto, se infiere que las condiciones sanitarias ambientales de la sede Bilbao son
mejores a las de sede Santa Rosa, situacion que se corrobora ademas, en que ninguna de las
muestras desde esta Ultima resulté ser microbiol6gicamente estéril. En la sede Bilbao, la toma de
muestras fue siempre en la mafiana, inmediatamente antes del proceso de limpieza y desinfeccion
del recinto; en tanto que en la sede Santa Rosa, donde hubo mayor porcentaje de muestras con
desarrollo, las tomas fueron en tiempos independientes al periodo de limpieza y desinfeccion, ya
que dependieron de la menor e irregular presencia de animales hospitalizados.

La seleccion de cepas potencialmente nosocomiales (Cuadro 2) se realizé una vez
obtenida la identificacion de cada una de las 66 cepas estudiadas. Para esto, fueron comparadas
con aquéllas que, segun la literatura, son consideradas nosocomiales tanto en medicina humana
(Francey et al., 2000; Villalobos et al., 2001; Gibb et al., 2002; DeLisle y Perl, 2003; Bicudo et al.,
2007; Bean et al., 2008; Weese, 2008), como veterinaria (Francey et al., 2000; Boerlin et al., 2001;
Smarick et al., 2004; Gibson et al., 2008; Weese, 2008). Las principales especies nosocomiales
de origen humano, tienen gran similitud con aquellas de origen veterinario, aunque estas Ultimas

corresponden a estudios relativamente escasos (Boerlin et al., 2001).

La diferenciacién de cepas potencialmente nosocomiales entre Gram (+) y Gram (-) no
mostré diferencia porcentual (Cuadro 3), aunque para la sede Bilbao fue mayor para las Gram (+) y
en la sede Santa Rosa las Gram (-); esta diferencia entre cepas no tendria connotacién segun lo
sefalado por Alpuche y Daza (2002) y Morfin et al., (2002).

En un recinto hospitalario, la presencia de cepas nosocomiales tiene una implicacion
diferente segun el area del recinto donde son aisladas; asi, es de esperar que el area de
hospitalizacién debiera ser el que concentra el mayor nimero por los periodos mas prolongados
de permanencia de los animales en ella, no asi los pabellones de cirugia. Los resultados con
sobre el 60% de las cepas aisladas en el area de hospitalizacion, en ambas sedes (Cuadro 4),
corroboran lo anteriormente sefialado. Los animales que se hospitalizan en ambas sedes,

corresponden a perros y gatos.

Si bien el area de hospitalizacion concentr6 el mayor nimero de cepas potencialmente
nosocomiales, esta area en la sede Bilbao esta sectorizada en salas comun, infecciosa, no
infecciosa y gatos. El menor nimero de cepas en la sala gatos (Cuadro 5) se puede atribuir a que
la hospitalizacién de estos animales alcanza aproximadamente el 35% del total de hospitalizados.

En la sede Santa Rosa (Cuadro 6) la mayor concentracion de cepas encontradas en la sala

infecciosa, por sobre la de sala no infecciosa, del area hospitalizacion, no se condice con lo
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encontrado en la sede Bilbao (Cuadro 5) donde no hubo diferencia. Esta diferencia entre sedes,

nuevamente confirma las mejores condiciones sanitarias de la sede Bilbao.

Llama, ademas, la atencién que en la sede Santa Rosa (Cuadro 6), de dos salas de
consulta, se encontr6 mayor concentracién de cepas en la consulta-cirugia que en la consulta-

clinica, deduciéndose asi mayor deficiencia sanitaria en la primera de ellas.

2. Identificacion bacteriana

En relacién a la identificacién bacteriana, a través de los kits comerciales utilizados, ésta
resultd practica, rapida y suficiente; a pesar de su alto costo. Segun lo sefialado en el Cuadro 7 y
los Graficos 1y 2, las cepas potencialmente nosocomiales correspondieron a ocho especies, tres
Gram (+) y cinco Gram (-). Del total de cepas Gram (+) 25/28 (89,3%) correspondieron a
Enterococcus faecium, 2/28 (7,1%) a Enterococcus faecalis y 1/28 (3,6%) a Staphylococcus
intermedius. Del total de cepas Gram (-) 13/28 (46,4%) resultaron ser Enterobacter cloacae, 10/28
(385,7%) Escherichia coli, 2/28 (7,1%) Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa y 1/28
(3,6%) Pantoea agglomerans. De este total de cepas identificadas destacan especialmente el
Gram (+) E. faecium (25/56), y los Gram (-) E. cloacae (13/56) y E. coli (10/56).

Las ocho especies identificadas corresponden a la mayoria de las sefialadas como
nosocomiales, asi Boerlin et al., (2001) identifican a E. faecium desde gatos; Weese (2008) a E.
cloacae desde perros y gatos; Gibson et al. (2008) a E. coli desde perros; Francey et al., (2000) a
A. baumannii desde perros y gatos; y Smarick et al., (2004) a Ps. aeruginosa desde perros. Si bien
E. faecalis (Delisle y Perl, 2003), S. intermedius (Villalobos et al., 2001) y P. agglomerans (Bicudo
et al., 2007) aisladas en este trabajo, y alun no consideradas bacterias nosocomiales importantes
en medicina veterinaria, se incluyeron porque si han sido descritas en medicina humana; mas adn
S. intermedius en perros fue caracterizado como altamente atribuible a nosocomial (Boerlin et al.,
2001).

3. Estudio de susceptibilidad antimicrobiana

La agrupacién de los antimicrobianos para cepas potencialmente nosocomiales Gram (+) y
para Gram (-), se bas6 en que si bien existen antimicrobianos de amplio espectro utilizados en
medicina veterinaria para infecciones producidas por ambos grupos bacterianos, existen a su vez

otros antimicrobianos que son especificos para infecciones para cada uno de esos grupos.

Dentro de los antimicrobianos de amplio espectro, las fluoroquinolonas como el

enrofloxacino es el recomendado para uso en medicina veterinaria (Cooke et al., 2002), mientras
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gue ciprofloxacino lo es para humanos (Appelbaum y Hunter, 2000). Este dltimo fue incorporado
en la investigacién debido a que algunos médicos veterinarios, en forma esporadica, lo han
incorporado en la terapia de animales.

Los perfiles de resistencia antimicrobiana de las 56 cepas estudiadas indican, en general,
diferentes grados de sensibilidad que varian desde 11 cepas (19,6%) sensibles a todos los
antimicrobianos, hasta 32 (57,1%) con multiresistencia a tres 0 mas antimicrobianos (Gréfico 3).
Este Gltimo porcentaje es inferior al 73,5% (61/83) encontrado al analizar siete estudios de cepas
nosocomiales multiresistentes aisladas en diferentes hospitales veterinarios (Ozaki et al., 1990;
Francey et al., 2000; Boerlin et al., 2001; Sanchez et al., 2002; Smarick et al., 2004; Ogger-Gyles et
al., 2006a; Gibson et al., 2008). Al respecto, el término de multiresistencia aqui aplicado
corresponde al utilizado por Ogger-Gyles et al., (2006a), que difiere del aplicado por Gibson et al.,
(2008) quienes consideran a una cepa multiresistente cuando ésta presenta resistencia a cuatro o

mas antimicrobianos.

Al analizar los grados de sensibilidad de las cepas Gram (+) y Gram (-), se observa una
gran diferencia entre ambos grupos. Asi el 100% de las cepas Gram (+) (Gréfico 4) presentaron
algun grado de resistencia y de éstas, 23/28 (82,1%) fueron multiresistentes. Estos resultados
concuerdan con los de Boerlin et al., (2001) donde las Unicas dos cepas nosocomiales Gram (+)
aisladas desde gatos fueron multiresistentes. En tanto que en el grupo de la cepas Gram (-)
(Gréfico 5), 11/28 (39,3%) cepas resultaron sensibles a todos los antimicrobianos y la
multiresistencia se present6 en 9/28 (32,1 %) de ellas; esta situacion presenta ciertas diferencias a
las encontradas por Francey et al., (2000) y Sanchez et al., (2002) quienes observaron resistencia
en todas las cepas nosocomiales Gram (-) aisladas en perros, y multiresistencia en 43/44 (97,7%).
Por el contrario Smarick et al., (2004) registraron sensibilidad en 5/6 (83,3%) cepas aisladas,

siendo la cepa restante multiresistente.

El Cuadro 8 muestra los perfiles de susceptibilidad de las 28 cepas Gram (+) aisladas en
este estudio, que presentan un elevado nivel de multiresistencia en ellas. Al analizar la especies
involucradas, se concluye que el alto grado de resistencia esta marcado por E. faecium,
destacando 8/25 (32%) cepas que presentaron multiresistencia a 8/9 (88,9%) antimicrobianos
probados en este trabajo; ampicilina, oxacilina, tetraciclina, doxiciclina, enrofloxacino,
ciprofloxacino, gentamicina y sulfa/trimetropim. Se debe considerar que Enterococcus es un
microorganismo estudiado como especie indicadora de resistencia antimicrobiana por lo que los
elevados niveles de multiresistencia aqui observados son alin méas preocupantes (Harwood et al.,
2000). La sensibilidad antimicrobiana de las dos especies Gram (+) restantes, E. faecalis y S.
intermedius, presentaron multiresistencia dispar, destacando la multiresistencia a seis

antimicrobianos de una cepa de E. faecalis que se acerca mas a los perfiles de resistencia de E.

41



faecium. La Unica cepa de S. intermedius presentd baja resistencia. Todas las cepas Gram (+)
resultaron sensibles a vancomicina, actualmente considerada como Ultima alternativa terapéutica
para infecciones causadas por bacterias Gram (+) resistentes a B-lactamicos (HICPAC, 1995),
especialmente S. aureus meticilina resistentes (Hamilton-Miller, 2002). Esto pone de manifiesto el

criterio y preocupacion con que este antimicrobiano debe ser utilizado.

Al analizar las 25 cepas de E. faecium aisladas (Grafico 6) se encontr6 que éstas
presentaron resistencia a la gran mayoria de los antimicrobianos probados en este estudio,
principalmente a [-lactamicos, tetraciclinas, fluoroquinolonas y gentamicina. Este resultado
observa ciertas semejanzas con el Gnico estudio encontrado sobre E. faecium nosocomial en gato,
que presenté resistencia a algunos [B-lactdmicos como penicilina, ademas a tetraciclina,
enrofloxacino, ciprofloxacino y gentamicina (Boerlin et al., 2001). Sobre la sensibilidad a
vancomicina, no se encontré trabajo alguno que sefiale resistencia en E. faecium nosocomial, por
lo que se puede sefalar que de acuerdo a los resultados acé obtenidos, este antimicrobiano al que
fueron sensibles todas las cepas, resultaria ser una alternativa terapéutica confiable sélo como
altimo recurso.  En relacion a la sensibilidad a sulfa/trimetoprim, los resultados obtenidos son
controversiales puesto que 14/25 (56%) cepas de Enterococcus resultaron susceptibles a este

antimicrobiano; a las que se les describe una resistencia intrinseca (DeLisle y Perl, 2003).

Por otra parte, en las cepas Gram (-) (Cuadro 9) en general se observa una mayor
sensibilidad a los antimicrobianos utilizados en comparacién con las cepas Gram (+). De hecho,
nueve cepas resultaron sensibles a todos los antimicrobianos; so6lo 17/28 (60,7%) cepas
presentaron resistencia al menos a un antimicrobiano. La multiresistencia mas importante
correspondi6 a 4/10 (40%) cepas de E. coli, que fueron resistentes a 7/7 (100%) de los antibi6ticos
estudiados, seguida de 2/13 (15,4%) cepas de E. cloacae resistentes a 5/7 (71,4%) de ellos. De
las restantes cepas Gram (-), la de P. agglomerans, una de A. baumannii y una de Ps. aeruginosa
presentaron total sensibilidad. En tanto que otra cepa de Ps. aeruginosa presentd multiresistencia

y otra de A. baumannii resistencia a uno solo de los antimicrobianos probados.

Distintos estudios veterinarios (Boerlin et al., 2001; Sanchez et al., 2002; Smarick et al.,
2004, Weese 2008) sefialan perfiles de multiresistencia en E. coli, E. cloacae, Ps. aeruginosa y A.
baumanni nosocomiales. Asi, al comparar los perfiles de resistencia de las cepas Gram (-) de éste
estudio con esos trabajos, se observan patrones de multiresistencia similares para E. coli, E.
cloacae y Ps. aeruginosa, y una diferencia marcada con A. baumannii que sélo fue resistente a

ampicilina.

Los niveles de resistencia obtenidos para las cepas de Enterobacter cloacae (Gréfico 7)

fueron mayores para ampicilina (38,5%), seguido de sulfa/trimetropim (30,8%). Al respecto, la
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resistencia a ampicilina ya habia sido antes observada por Weese (2008) quién realizé una
investigacién recopilatoria de todos los registros de cepas de E. cloacae aisladas desde perros y
gatos durante Enero 2005 a Noviembre 2007, determinando que 24/45 (53,3%) cepas fueron de
origen nosocomial. A su vez, determin6 que 29/45 (64%) presentaron resistencia a ampicilina y
cefalosporinas, atribuyendo gran responsabilidad de ésta a las cepas nosocomiales. No existen
antecedentes en la literatura sobre el aislamiento de cepas de E. cloacae nosocomiales resistentes

a sulfa/trimetropim en animales, por lo que el 30,8% obtenido sé6lo constituye un registro.

Si bien el nimero de cepas de E. coli (10) fue menor que el encontrado de E. cloacae (13),
los perfiles de resistencia de la primera especie fueron mas preocupantes (Grafico 8),
destacandose una elevada resistencia a sulfa/trimetropim, ampicilina, gentamicina, enrofloxacino y
ciprofloxacino. Estudios extranjeros realizados en diferentes hospitales veterinarios que implicaron
aislamientos de E. coli nosocomiales multiresistentes, corroboran los resultados obtenidos.  Asi
Sanchez et al., (2002) aislaron 33 cepas de E.coli nosocomiales desde perros resistentes a 16
antimicrobianos diferentes, incluyendo sulfa/trimetropim, ampicilina, gentamicina y enrofloxacino;
Ogger-Gyles et al., (2006a) observaron resistencia a seis antimicrobianos en una cepa de E. coli
nosocomial aislada desde perro, siendo dos de ellos ampicilina y enrofloxacino; Gibson et al.,
(2008) identificaron una cepa de E. coli nosocomial resistente a 17/20 antimicrobianos entre ellos
sulfa/trimetropim, ampicilina, gentamicina, enrofloxacino y ciprofloxacino; por dltimo Warren et al.,
(2001) aislaron desde perros, cepas de E. coli de origen altamente atribuible a nosocomial, donde
8/10 (80%) cepas presentaron resistencia a enrofloxacino, aunque sélo 1/10 (10%) fue resistente a

enrofloxacino y ciprofloxacino simultaneamente.

De las dos cepas de Acinetobacter baumannii aisladas (Cuadro 9) una de ellas resulté ser
sensible a todos los antimicrobianos, mientras que la otra presenté resistencia sélo a ampicilina. A
pesar de las pocas cepas obtenidas, estos resultados son interesantes considerando que
Acinetobacter spp. tiene una tendencia natural a desarrollar rdpidamente resistencia a los
antimicrobianos (Bergogne-Bérézin y Towner, 1996) y que ademas, ya existen estudios en
medicina veterinaria donde se han aislado cepas de Acinetobacter baumannii nosocomiales
resistentes a cefalosporinas de primera y tercera generacion, amoxicilina/ac.clavulanico,
aminoglucésidos, tetraciclinas, sulfa/trimetropim y fluoroquinolonas, siendo estos Ultimos cuatro los
antimicrobianos comunmente utilizados como tratamiento en infecciones causadas por bacterias
Gram (-) (Francey et al., 2000).

En relacion a las dos cepas de Ps. aeruginosa aisladas llama la atencién que, si bien una
resultdé sensible a todos lo antimicrobianos, la otra presentd resistencia a seis de los nueve
probados: ampicilina, tetraciclina, doxicilina enrofloxacino, y sulfa/trimetropim (Cuadro 9).

Smarick et al., (2004) observaron una situacion similar al aislar, desde un perro, una cepa de Ps.
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aeruginosa nosocomial resistente a cuatro de los seis antimicrobianos probados. Sin duda,
Pseudomonas aeruginosa es una bacteria que representa un gran desafio terapéutico puesto que,
gracias a la presencia de bombas de eflujo y porinas en su membrana, es intrinsecamente
resistente a muchos antimicrobianos, incluyendo las cefalosporinas de primera y segunda

generacion, ademas de las tetraciclinas (Rubin et al., 2008).

Si bien no existen antecedentes de estudios previos sobre bacterias nosocomiales en
medicina veterinaria del pais, se ha encontrado interesante comparar los resultados obtenidos en
el presente trabajo con los perfiles de resistencias de algunas cepas de las mismas especies
encontradas anteriormente en la clinica de pequefios animales de la misma Regién. Segun Felil
(2005) y Sanchez et al., (2006) E. coli fue la bacteria mas aislada desde infecciones urinarias,
tanto en perros como en gatos en el servicio de microbiologia clinica de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la U. de Chile. El mayor numero de cepas de E. coli correspondi6 a
muestras de origen canino, las que presentaron 67% de resistencia a sulta/trimetoprim, cifra inferior
al 80% alcanzado en el presente estudio para la misma especie bacteriana. Otras resistencias
comparables, con el mismo trabajo, corresponden a los porcentajes frente a gentamicina,
enrofloxacino y ciprofloxacino que de 10%, 22% y 28% respectivamente, cambiaron a 50% en el
presente trabajo; lo mismo ocurrié con doxiciclina desde 21% al 40%. Un comportamiento inverso
se observd frente a ampicilina cuya resistencia cambié de 57% a 50%. Estos cambios en los
porcentajes de resistencia se pueden explicar por el tiempo transcurrido entre ambos estudios; los
origenes diferentes de las cepas, asi aquellas de procedencia intrahospitalaria suponen mayores
porcentajes de resistencia que aquellas de origen clinico; se agrega a esto la presién selectiva
natural que los antimicrobianos de uso clinico ejercen en el medio ambiente donde ellos actian v,
finalmente, las caracteristicas propias de los microorganismos que como todo ser vivo en su

evolucién adaptativa experimentan cambios que aseguren su sobrevivencia en el tiempo.

Las cepas aisladas en este trabajo son bacterias que han generado un creciente interés
durante las ultimas décadas, no solo debido a su importante rol como agentes nosocomiales, sino
que también por los altos grados de resistencia que han presentado frente a distintos
antimicrobianos.  Algunas de ellas son, por anatomia y fisiologia intrinsecamente resistentes a
ciertos antimicrobianos, pero progresivamente han adquirido resistencia a otros, esta Ultima
condicién explicaria en parte el por qué los tratamientos clinicos empiricos resultan muchas veces
inapropiados. Se ratifica asi la importancia de realizar pruebas de susceptibilidad a
antimicrobianos al momento de elegir las terapias adecuadas frente a cada cuadro clinico
infeccioso bacteriano, practica que se debe ampliar al estudio de las cepas bacterianas de origen
intrahospitalario. Considerando la presion de seleccion del ambiente, y que gran parte de estos
mecanismos de resistencia son transmisibles entre bacterias, se hace factible pensar que de no

mediar toma de decisiones que involucren a todos los actores involucrados en la generacion de
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resistencia, es previsible un aumento en la incidencia de bacterias nosocomiales multiresistentes

refractarias a tratamientos antimicrobianos.
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CONCLUSIONES

1. Se aislaron 66 cepas bacterianas ambientales desde los dos recintos hospitalarios

veterinarios de la Universidad de Chile, sede Bilbao y Santa Rosa.

2. Se identificaron 56 cepas ambientales potencialmente nosocomiales desde ambos
recintos hospitalarios veterinarios de la Universidad de Chile, 28 Gram (+) y 28 Gram

()

3. Se determinaron elevados niveles de multiresistencia por parte de estas bacterias
frente a los diferentes antimicrobianos probados en este estudio, marcada

principalmente por las cepas Gram (+).

4. Las cepas Gram (+) presentaron mayores niveles de resistencia frente a -lactamicos,

tetraciclinas y fluoroquinolonas.

5. Las cepas Gram (-) presentaron principalmente resistencia frente a sulfa/trimetropim y

ampicilina.
6. De manera similar a lo ocurrido en medicina humana, en los hospitales veterinarios

también se presentan problemas asociados a la existencia de bacterias nosocomiales

multiresistentes.
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