Libros de

Bacteriologia en medicina veterinaria

Guia para el diagnéstico de infecciones
bacterianas en pequenos animales

Maria Fernanda Gomez - Fabiana Alicia Moredo
Florencia Vinocur (coordinadoras)

FACULTAD DE

n CIENCIAS VETERINARIAS
o f g \% UNIVERSIDAD

o 4@; NACIONAL

¥,
&’ DE LA PLATA

EDITORIALDELAUNLP T

naturales




BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA

GUIA PARA EL DIAGNOSTICO DE INFECCIONES BACTERIANAS
EN PEQUENOS ANIMALES

Maria Fernanda Gomez
Fabiana Alicia Moredo
Florencia Vinocur

(coordinadoras)

Eliana Andrea Lorenti

(fotografias)

Facultad de Ciencias Veterinarias

TP

% UNIVERSIDAD
NACIONAL
‘, DE LA PLATA

e

EDITORIAL DE LA UNLP

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS UNLP 2



BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

Indice

[ a1 0T [0 te7To] o PP PPP P PPPPPP 5
PRIMERA PARTE. Generalidades

CAPITULO Tttt 7

Bioseguridad en el laboratorio de bacteriologia

Eleatrice Maria de las Mercedes Gatti
CAPITULO 2.ttt s e s an s s s s en e e 23
Eventos de notificacién obligatoria

Maria Fernanda Gomez
CAPITULO 3.ttt 32
Toma de muestras: generalidades

Maria Fernanda Gémez
CAPITULO 4. 39
Observacion y tinciones

Camila Aurnague y Raul Emilio I1za
(07 2 1 U@ TR 54
Cultivo y aislamiento bacteriano

Hernan Dario Nievas y Eliana Andrea Lorenti
CAPITULO Bttt ettt ettt ettt s s s s s s s sas s s s s s s 72
Caracterizacion bioquimica vy fisioldgica de las bacterias

Eliana Andrea Lorenti y Hernan Dario Nievas
SEGUNDA PARTE. Procesamiento de muestras clinicas - Bacteriologia General
CAPITULO 7ottt ettt s s s s sn s s s s s 89
Coprocultivo

Fabiana Alicia Moredo
CAPITULO 8.ttt ettt a s s s es s s s s s 103
Infecciones bacterianas de piel

Raul Emilio Iza, Camila Aurnague, Hernan Dario Nievas y Eliana Andrea Lorenti
CAPITULO ... 112
Urocultivo

Maria Laura Meneses
TERCERA PARTE. Procesamiento de muestras clinicas - Bacteriologia Especial
CAPITULO 101ttt 127
Leptospirosis

Paula Lorena Martin
CAPITULO Tttt ettt ea s s ssnss s s s s en e 137
Micobacteriosis

Pedro Sebastian Sosa, Fiorella Alvarado Pinedo y Gabriel Eduardo Traveria

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS UNLP 3



BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

CAPITULO 121ttt 147
Hemobacterias

Paula Lorena Martin y Florencia Vinocur
(07 2 1 U@ T < TR 152
Clamidiosis

Javier Anibal Origlia
CUARTA PARTE. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana
CAPITULO T4ttt s e enn e s s an e 159
Antibiograma

Fabiana Alicia Moredo
F T o] = T PP PRR 172

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS UNLP 4



BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

Introduccion

La bacteriologia clinica se ocupa de los procesos infecciosos causados por agentes
bacterianos, estudia sus caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas, los métodos de identificacion
y su relacion con los hospedadores y con los antimicrobianos utilizados para su tratamiento.

En el trabajo diario en el laboratorio de bacteriologia veterinaria estos conceptos se integran
con la practica, la cual requiere ademas el conocimiento de los métodos utilizados para el
acondicionamiento, procesamiento y seguimiento de las muestras clinicas, las normas de
bioseguridad, la disposicién de notificacion de enfermedades de denuncia obligatoria y de los
controles de calidad. Es fundamental conocer el proceso que recorre una muestra clinica desde
su toma inicial en el paciente hasta llegar al diagndstico, etapas preanalitica, analitica y
posanalitica.

La edicion de este libro de catedra surgié ante la necesidad de cubrir la dificultad que
encontramos los docentes respecto a la disponibilidad de bibliografia accesible para el estudio
de la bacteriologia practica veterinaria, que brinde informacion en relacion al proceder ante las
muestras destinadas al laboratorio de bacteriologia y de la demanda de los estudiantes que
cursan las carreras Medicina Veterinaria y Microbiologia de la Facultad de Ciencias
Veterinarias, UNLP, que en reiteradas oportunidades solicitan bibliografia sobre los contenidos
practicos de los cursos que abordan esta rama de la profesién. Cabe destacar que entre los
alcances del titulo de Médico Veterinario se encuentra, "Realizar, interpretar y certificar analisis
microbiolégicos y técnicas de laboratorio destinadas al diagnéstico, prevencién y tratamiento
de las enfermedades de los animales; certificar las condiciones higiénico-sanitarias,
bromatolégicas y de identificacion comercial de los alimentos y de los establecimientos
destinados a la elaboracién, procesamiento, transformacion, conservacion y expendio de
alimentos" y entre los del Microbidlogo, se encuentra "Realizar estudios microbiolégicos y
preparacion de antigenos, sueros y vacunas, autovacunas y demas productos relacionados con
la actividad microbiana empleados en el diagndstico, la prevencién y el tratamiento en Medicina
Humana y Animal".

Este libro ofrece material que permite guiar al profesional en el procesamiento de muestras
de interés clinico, haciendo énfasis en los procedimientos a seguir de acuerdo a cada caso
particular para lograr el aislamiento e identificacién de las posibles bacterias involucradas, su
interpretacion e informe de los resultados.

El contenido esta acotado a las muestras clinicas de caninos y felinos que con mayor
frecuencia se reciben en el Servicio de Diagndstico Bacteriolégico y Antimicrobianos de la

Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP.
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PRIMERA PARTE

Generalidades
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CAPITULO 1
Bioseguridad en el laboratorio de bacteriologia

Eleatrice Maria de las Mercedes Gatti

Los laboratorios de bacteriologia constituyen un ambiente de trabajo donde pueden
presentarse riesgos de diversos origenes. Las normas de seguridad biolégica pretenden reducir
a un nivel aceptable el riesgo inherente a la manipulacién del material peligroso, siendo muy
rigurosas para los agentes mas peligrosos y menos exigentes para los que causan problemas
de menor entidad.

En un mundo donde los avances cientificos y tecnolégicos amplian constantemente las
posibilidades, garantizar la seguridad en el manejo de agentes y materiales potencialmente
peligrosos es fundamental. Este compromiso con la proteccion de las personas, el entorno y
los materiales dio lugar al desarrollo de medidas especificas y rigurosas que conforman el
concepto de bioseguridad.

La bioseguridad es el conjunto de medidas preventivas, probadamente eficaces y
reconocidas internacionalmente, orientadas a proteger la salud y la seguridad del personal y su
entorno. Estas incluyen normas para mitigar los riesgos producidos por agentes biologicos
(como microorganismos patégenos), fisicos, quimicos y mecanicos, asi como acciones de
seguridad requeridas para evitar los riesgos derivados del manejo de organismos modificados
genéticamente y sus derivados. Sus principios fundamentales son:

— Prevencion de accidentes: Minimizar riesgos fisicos, quimicos, biolégicos y
radioldgicos.

— Contencién: Uso adecuado de equipos y procedimientos para evitar la exposicion
a agentes peligrosos.

— Responsabilidad individual: Capacitacién del personal para seguir los protocolos
de seguridad establecidos.

Las medidas generales esenciales incluyen:

— Usode equipo de proteccion personal (EPP): Guantes, gafas de seguridad, batas
de laboratorio, mascarillas, entre otros.

— Higiene: Lavado frecuente de manos y desinfeccion de areas de trabajo.

— Manipulaciéon de materiales peligrosos: Cumplir estrictamente los protocolos
para cada sustancia.

— Gestién de desechos: Clasificar y desechar residuos correctamente, siguiendo las

normativas vigentes.
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La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) es pionera en la difusién de informacion sobre
bioseguridad. En 1983 publicé la primera edicion del "Manual de bioseguridad en el laboratorio”,
con el objetivo de proporcionar informacién y motivar a los paises a desarrollar sus propios
cédigos de seguridad. En 2023, la OMS lanzé la cuarta edicion del manual, que incluye
actualizaciones significativas en temas como la preparacion ante brotes epidémicos, la gestion
de riesgos asociados al transporte de materiales infecciosos y el manejo de organismos
modificados genéticamente.

Es importante sefialar que la profesion de Médico Veterinario enfrenta una alta probabilidad
de accidentes laborales que incluyen:

— Enfermedades zoondticas.

— Lesiones traumaticas en el trabajo con animales.

— Riesgos quimicos en laboratorios y quiréfanos.

— Riesgos fisicos derivados de equipos de radiaciones ionizantes.

La mayoria de estos incidentes son resultado del uso inadecuado de los elementos de

proteccion y el incumplimiento de medidas de bioseguridad.

Riesgo biolégico y niveles de bioseguridad

El trabajo en los laboratorios clinicos y microbiolégicos ya sea en el ambito veterinario o
humano, enfrenta constantes desafios debido a su naturaleza dinamica y cambiante. Es
esencial que estos espacios estén preparados para adaptarse a las crecientes exigencias de
la salud publica, como lo demuestran las enfermedades infecciosas emergentes y
reemergentes. Para ello, se requieren procedimientos y practicas de bioseguridad bien
definidas. Solo a través del conocimiento y la aplicacion de estas normas, el personal de
laboratorio puede garantizar su propia seguridad, la de sus companeros y la de la comunidad
en general. Asimismo, los directivos tienen la responsabilidad de proporcionar las facilidades
necesarias para la implementacién efectiva de estas medidas.

Aunque el riesgo cero no es una realidad alcanzable, la adaptacion del trabajo a niveles de
seguridad apropiados es esencial. La evaluacién de riesgos juega un papel critico: sin identificar
riesgos especificos, no es posible formular pasos para mitigarlos, lo que podria derivar en
consecuencias adversas y costos elevados de remediacion.

Las instalaciones de los laboratorios se clasifican en cuatro niveles de bioseguridad,
correspondientes a los grupos de riesgo de los agentes biolégicos que se manipulan:

Laboratorio Basico - Nivel 1 de Bioseguridad

Laboratorio Basico - Nivel 2 de Bioseguridad

Laboratorio de Contencion - Nivel 3 de Bioseguridad

Laboratorio de Contenciéon Maxima - Nivel 4 de Bioseguridad

Esta clasificacion considera aspectos como el disefio y construccién del laboratorio, los

elementos de contencion, los equipos y los procedimientos requeridos para trabajar con
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agentes bioldgicos segun su grupo de riesgo. En la normativa espanola, el término “nivel de
bioseguridad” se equipara a “nivel de contencién” e incluye medidas especificas de contencion
para los niveles 2, 3 y 4.

Los materiales enviados al laboratorio para su estudio son potencialmente peligrosos y
pueden transmitir diversos patégenos. Su manipulacién responsable es esencial para evitar la
contaminacion del entorno, tanto dentro como fuera del laboratorio. Esto incluye la correcta
eliminacién de muestras procesadas, considerando que practicas inadecuadas, como el vertido

en sistemas cloacales sin tratamiento, pueden incrementar la contaminacion ambiental.

Niveles de bioseguridad en el laboratorio

Los niveles de bioseguridad, que reflejan el grupo de riesgo de los microorganismos
manejados, estan clasificados en cuatro categorias:

— Nivel 1: Laboratorios basicos con riesgos minimos.

— Nivel 2: Laboratorios basicos que manipulan agentes asociados a riesgos moderados.

— Nivel 3: Laboratorios de contencién para trabajar con agentes que pueden causar

enfermedades graves.

— Nivel 4: Laboratorios de maxima contencidon para microorganismos altamente

peligrosos y sin tratamiento disponible.

Cada nivel esta determinado por caracteristicas del disefio y construccién del laboratorio,
elementos de contencién, equipamiento y procedimientos operativos. Ademas, es esencial
garantizar la correcta eliminacion de muestras procesadas y materiales contaminados, para
evitar su impacto ambiental. La esterilizacion mediante autoclave y otras técnicas son cruciales
para minimizar riesgos.

Los laboratorios que manipulan materiales con incertidumbre sobre la presencia de agentes
biolégicos capaces de causar enfermedades deben operar, como minimo, bajo un nivel 2 de
bioseguridad. Los niveles 3 y 4 deben adoptarse cuando se sepa o sospeche su necesidad,

salvo indicaciones especificas de las autoridades sanitarias que requieran un nivel inferior.

Niveles de contencidén en el laboratorio

En los laboratorios se implementan recursos y métodos que garantizan la seguridad,
reduciendo o eliminando la exposicion a materiales potencialmente peligrosos. Estos niveles
de contencion estan disefiados para proteger al operador, las personas del entorno y el
medioambiente, y se clasifican en niveles de contencién primarios y niveles de contencién
secundarios.

— El nivel de contencion primario se enfoca en la proteccién directa del personal y del

medio ambiente inmediato y requiere operadores capacitados en Buenas Practicas
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de Laboratorio (BPL) y Buenas Técnicas Microbiolégicas (BTM), familiarizados

con el uso adecuado de equipos y dispositivos. Ademas, los operadores deben ser

evaluados regularmente en sus condiciones de salud y contar con vestimenta

adaptada a las actividades especificas que desarrollen.

— El nivel de contencién secundario involucra la combinacion de las caracteristicas

arquitectonicas del laboratorio y las practicas operativas implementadas. Este nivel

esta disefiado para contener los riesgos mas complejos y se ajusta segun la

naturaleza de los agentes biolégicos o materiales con los que se trabaja,

garantizando un enfoque integral en la seguridad.

En la Tabla 1.1 se muestran algunos ejemplos de la relacion entre los grupos de riesgo, los

niveles de bioseguridad requeridos, la practica de trabajo y el equipamiento de seguridad.

Tabla 1.1

Relacion entre grupos de riesgo y niveles de biosequridad, practicas y equipos de trabajo

Grupo

. Nivel c!e Tipo de. Practicas de laboratorio .EQUIDOS. de
. bioseguridad laboratorio bioseguridad
riesgo
1 Basico Ensefanza, BPL, BTM Ninguno en especial,
investigacion trabajo en banco
abierto
2 Basico SSP, diagnéstico, BPL, BTM, EPl y Trabajo en banco
investigacion sefalizacion de abierto mas CSB para
"Biopeligroso” control de aerosoles
3 Contencion Diagnéstico e idem Nivel 2 mas: CSB y otros
investigacién accesos Yy ventilacion dispositivos para todas
controlados las actividades
4 Contencion Patdgenos Nivel 3 mas: esclusas de CSB clase lll o trajes
maxima peligrosos aire y tratamiento con presion positiva

especifico de residuos

combinados con CSB

clase Il, autoclaves de

doble puerta, filtracion
del aire

Nota. BPL: Buenas Practicas de Laboratorio. BTM: Buenas Técnicas Microbiolégicas. SSP:

Servicio de Salud Primario. EPI: Equipos de Proteccién Individual. CSB: Cabina de Seguridad

Bioldgica.

El personal de laboratorio

La preparacion y capacitacion del personal en los laboratorios clinicos y de microbiologia es

crucial para garantizar resultados confiables y mantener altos estandares de seguridad. Los

trabajadores deben estar plenamente conscientes de la importancia de aplicar las BPL y las

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS UNLP
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BTM, no solo para lograr la calidad en sus ensayos, sino también para proteger su propia
seguridad y la de quienes los rodean.

La capacitacion debe incluir el conocimiento de normas de conducta en el laboratorio,
protocolos operativos, y la organizacion del trabajo, permitiendo que el personal sepa a quién
acudir en caso de dificultades. Aunque se cuente con tecnologia avanzada, los resultados
finales siempre dependeran de la preparacién, competencia y motivacion del personal para
operar equipos, realizar ensayos y preparar materiales, como medios de cultivo. Los nuevos
integrantes deben ser entrenados rigurosamente y solo podran desempefar sus funciones sin
supervision una vez demostrada su capacidad.

En la Tabla 1.2 se mencionan algunas indicaciones sobre practicas basicas para

laboratorios de microbiologia segun normas internacionales.

Tabla 1.2

Practicas basicas para laboratorios de microbiologia

Requisitos Medidas
Evitar el contacto con En el laboratorio: no mantener comida ni bebidas; no fumar;
material peligroso con la no aplicar cosméticos. Utilizar dispositivos para pipetear (no
piel y la boca pipetear con la boca). Evitar el uso de jeringas y material

cortantes. Colocar cuidadosamente en contenedor apropiado
el material de vidrio a descartar (rotura).

Evitar la salida de material Lavar las manos antes de comenzar el trabajo, a la salida del
peligroso de las areas de laboratorio y después de tocar los materiales. Usar ropa de
laboratorio proteccion que no sale del laboratorio. Decontaminar todo el

material que sale del laboratorio. Utilizar contenedores
disefiados para traslado de material. Establecer un plan
contra vectores.

Evitar accidentes con Cubrir los cabellos largos. Usar ropa de proteccion. No usar
equipos joyas durante el trabajo. Permitir solo el uso por personal
capacitado.
Evitar la introduccién de Prohibir la permanencia en el laboratorio de cualquier cosa
material contaminado no relacionada con los ensayos.

ajeno al laboratorio

Disminuir los riesgos en Establecer el plan ante accidentes, algunas medidas son:
accidentes Informar inmediatamente al supervisor, desinfectar el area de
derrame con el material infeccioso.

Es esencial implementar un sistema de vigilancia de la salud del personal, respetando la
confidencialidad y dignidad de cada trabajador. Este monitoreo debe ser realizado por
profesionales competentes en medicina del trabajo, apoyados por otros especialistas del area

sanitaria dentro de servicios de prevencion y redes epidemiolégicas. Segun el nivel de riesgo,
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debe ofrecerse vacunacioén especifica a trabajadores no inmunes a los agentes bioldgicos a los
que estan expuestos.

Ciertos agentes infecciosos pueden tener efectos mas graves en personas embarazadas o
en el feto, por lo que el personal debe estar al tanto de los riesgos y las medidas necesarias

para minimizar su impacto en estos casos.

Equipo de proteccion individual

Los equipos de proteccién individual (EPI) o personal (EPP) son dispositivos disefiados para
minimizar los riesgos que afectan la salud y seguridad en el trabajo, ofreciendo proteccion sin
comprometer el confort del trabajador. Su uso es esencial para prevenir infecciones y garantizar
seguridad en el manejo de materiales, equipos y fluidos biolégicos contaminados, como sangre,
orina y otros. Para que los EPI sean eficaces, es necesario conocer a fondo la naturaleza de
los riesgos y su interaccion con el entorno laboral.

El personal debe estar capacitado para utilizar el tipo adecuado de EPI, ya sea de un solo
uso o reutilizable, evaluando la durabilidad y la eficacia de cada equipo. Decisiones como
desechar o reutilizar dispositivos de proteccién deben tomarse considerando el riesgo de
exposicion y la posible degradaciéon del equipo. Es obligatorio que todos los EPI estén
certificados segun las normativas vigentes y acompafiados por instrucciones claras del
fabricante.

Entre los EPI que se emplean en laboratorios biolégicos y de biotecnologia se destacan:

— Proteccién corporal y la vestimenta adecuada: son esenciales en entornos laborales
con riesgos biolégicos o quimicos. El personal de laboratorio debe utilizar ropa
disefiada especificamente para su actividad, evitando el uso de prendas de calle que
aumenten la superficie expuesta, como pantalones cortos o sandalias. Las batas,
guardapolvos o delantales ajustados a la espalda con pufios elasticos son ideales para
minimizar el riesgo de contacto con materiales contaminados. En areas de alto riesgo,
se pueden emplear trajes protectores integrales tipo Tyvec, algunos con ventilacién
positiva. Los delantales de caucho ofrecen una barrera adicional contra salpicaduras
de sangre o fluidos corporales bajo presion. La ropa laboral debe ser comoda, ligera 'y
segura, generalmente hecha de poliéster o algoddén. También existen prendas
desechables de un solo uso, orientadas a actividades especificas. Todo equipo de
proteccion debe estar claramente marcado con informacién como talla, fabricante,
modelo y normativa vigente.

— Proteccion de manos: es fundamental para prevenir riesgos mecanicos, térmicos,
quimicos, eléctricos y biolégicos. Los guantes de seguridad se clasifican en tres
categorias:

o Categoria 1: Protegen contra riesgos leves.

o Categoria 2: Reducen riesgos moderados que no impliquen peligro grave.
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o Categoria 3: Ofrecen protecciéon contra riesgos graves, como lesiones criticas o
muerte.

Entre los guantes mas utilizados en laboratorios se encuentran:

o Guantes térmicos disefiados para trabajar con temperaturas extremas.

o Guantes de latex (naturales o sintéticos), ideales por su ajuste y sensibilidad al tacto.

o Manoplas, que son adecuadas para tareas especificas como la manipulacién de
ropa sucia o utensilios contaminados.

Es importante seleccionar guantes de la talla adecuada para mayor comodidad y
reemplazarlos en caso de desgaste, deformacién o pérdida de integridad. Ademas, el lavado
de manos después de retirar los guantes es obligatorio para garantizar la seguridad.

e Proteccién ocular: es obligatoria para prevenir lesiones causadas por riesgos
mecanicos (impactos, polvo), quimicos (salpicaduras), radiaciones (ultravioleta e
infrarroja), térmicos (liquidos calientes) y eléctricos. Este equipo incluye gafas de
proteccion, tanto de montura universal como integral, asi como pantallas faciales. En
el laboratorio, son comunes las antiparras y gafas con proteccion lateral para procesar
muestras de riesgo o lavar materiales. Es esencial que los equipos sean comodos, bien
ventilados y, en caso necesario, compatibles con lentes correctoras.

e Proteccién respiratoria: protegen las vias aéreas contra contaminantes externos
como polvo, vapores téxicos y microorganismos. Es crucial seleccionar el equipo
adecuado segun los contaminantes presentes y garantizar que no afecte la visién,
cause irritaciones o dificulte la respiracién. Las mascarillas desechables (barbijos),
plegables con filtro o con valvulas, son ampliamente utilizadas en laboratorios
biolégicos basicos. En casos de mayor riesgo, se recomienda el uso de mascarillas tipo
HEPA, con alta eficacia para particulas pequefas. Estos equipos deben ser empleados
por tiempos limitados y descartados al final de la jornada laboral.

El uso correcto de los EPI nunca sustituye las buenas practicas de trabajo, junto con su
mantenimiento y evaluacion periédica, asegura la proteccion efectiva y previene riesgos
laborales. Equipos inapropiados pueden generar riesgos adicionales, al generar una falsa
sensacion de seguridad. Por ello, todos los EPI deben estar homologados segun las normativas
vigentes y acompafados de informacion clara sobre su uso y mantenimiento. Su

implementacion es un pilar en la seguridad de los entornos laborales y biotecnolégicos.

Técnicas de laboratorio estandar y normas de higiene

Las técnicas de laboratorio estandar se fundamentan en el cumplimiento riguroso de las
BPL y la correcta aplicacién de las técnicas especificas. Como parte esencial de estas
practicas, cada laboratorio debe contar con procedimientos escritos estandarizados que
detallen los pasos necesarios para minimizar los riesgos biolégicos, quimicos y fisicos,

garantizando asi un entorno seguro para los trabajadores y las actividades realizadas.
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Normas de higiene personal

El lavado de manos debe realizarse tanto al iniciar como al finalizar la jornada laboral, asi
como después de ejecutar cualquier procedimiento que implique contacto con material
infeccioso. Este lavado se realiza con agua y jabon liquido, aunque ciertas situaciones
especificas pueden requerir el uso de sustancias antimicrobianas. El secado debe efectuarse
utilizando toallas de papel desechables o corrientes de aire.

Figura 1.1

Pasos para ponerse el equipo de proteccion personal

Pasos para ponerse el equipo de proteccion personal (EPP), incluida la bata

1 Quitese todos los | 2 Pongase al frajs | 3 Pase al area limpia que B Higienicese las manos.
efectos persona- aseptico y las estd en la entrada da la
les [joyas, reloj, botas de goma! unidad de aislamiento. f\\
teléfona mwl, an &l vestuaria, e
baligrafos, eic.). - 4 Haga una inspaccion vi- b
& sual para cerciorarsa de
gue todos los compo- Y
nentes del EPP sean del \ =)
tamano coracto y de una € d
calidad apropiada.

5 Inicie el procadimiento
para ponarse &l equipo de O e
proteccion personal bajo
la oriantacion y supar- 2
visign da un obsarvador 0 ;
capacitado {colega).

o

f

7 Pongase guantes B Pongase una bata - 9 Pongase la mascarilla facsal.
(puantes de nitrile desachable 5
examen) Fectc 6 A tota resls-

R : feae & 12 penetracion o

MBHWMM
comorales O de agentes

o 0 transmitidos
¥ . por i sangre.
- }:- =

- =

-

10 Fangasa una careta protectoea O 11 Pongase aquipo para cubrir la za- 12
pafas protectoras. beeza y &l cuellor gorra quindrgica Pongase un {
gue cubra al cualla y los lados da delartal
|a cabeza (preferiblamente con imparmeable
carata profectora) 0 capucha. dasechabla ’ \
s
.'=.-‘ i 0 ﬂ a == desechaies, ¥
r J \‘ —.!. ‘. b sz um Oetantal
! ranzana'm
. . ITahEg pesanc.
132 Pongase otro

5 e by e, om s corcn i s, ke, e cxdranper
!

pardng“t;utmas . . et o o 4 k| 2 e
mente de pufio J"_ - T,

sobre % Organizacitn N, (inganizacién
I;:g]de la I:h. by i farmeticana NERY Wursial de b Saud

s wa s Rmbelear

Nota. Reproducido de Equipo de proteccion personal de la
Organizacion Panamericana de la Salud, 2015, Pasos para

ponerse el equipo de proteccién personal (EPP), incluida la bata.

Esta estrictamente prohibido comer, beber, fumar, aplicarse cosméticos, guardar o

almacenar alimentos o bebidas en las areas de trabajo del laboratorio.
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La practica de pipetear con la boca queda absolutamente excluida por razones de

bioseguridad.

Buenas practicas de laboratorio

Las siguientes medidas, junto con procedimientos estandarizados, constituyen la base para

operar en un entorno controlado y seguro, minimizando riesgos potenciales:

Es importante evitar cortes, abrasiones u otras lesiones en las manos que puedan
facilitar la penetracién de agentes bioldgicos. En estos casos, es obligatorio el uso de
guantes durante todas las tareas.

Utilizar técnicas adecuadas y materiales de calidad para minimizar la contaminacion de
las manos.

Lavarse las manos con agua y jabén inmediatamente después de cualquier accidente
de contaminacién con sangre y al finalizar el trabajo, incluso si se han utilizado guantes
durante la tarea.

Usar ropa adecuada para el entorno de trabajo. Las manchas de sangre se identifican
rapidamente sobre prendas de colores claros, como blanco o verde.

No reencapuchar agujas ni desacoplarlas de las jeringas. Ambas deben ser colocadas
en un recipiente rigido y resistente a perforaciones.

Sellar correctamente los recipientes que contienen muestras. Si estan manchados de
sangre, deben limpiarse con desinfectantes adecuados, como una solucidon de
hipoclorito al 0,1 % de cloro libre (1 g/L, 1000 ppm) o productos detergentes.

Ante pinchazos o cortes, lavar cuidadosamente la herida con agua y jabodn,
favoreciendo la hemorragia para eliminar posibles contaminantes.

Cualquier contaminacion de las manos u otra parte del cuerpo con sangre, asi como
todo pinchazo o corte, debe ser reportado al responsable de seguridad e higiene y al
servicio médico.

En trabajos de investigacion que utilicen material de vidrio, es preferible emplear
jeringas con ajuste tipo bayoneta para evitar que la aguja se desacople, o bien, utilizar

jeringas con agujas integradas.

Otras técnicas correctas en el laboratorio son:

Utilizar el mechero como barrera de proteccion entre el operador y la muestra.
Sumergir el asa metalica cargada con material infeccioso en un frasco con arena y
alcohol al 70° antes de esterilizarla en fuego directo. El alcohol debe cubrir la arena en
al menos 2 cm.

Llenar cuidadosamente las jeringas para evitar la formacion de burbujas y espuma en
el material a inyectar.

Evitar, siempre que sea posible, el uso de jeringas para mezclar liquidos infecciosos.
Al extraer liquidos de viales con presion distinta a la atmosférica, envolver la aguja y el
tapon del recipiente con algodén empapado en desinfectante antes de retirar la aguja

del tapon de caucho.
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— Expulsar el exceso de liquido y las burbujas de la jeringa manteniéndola en posicion
vertical, sobre algodén empapado en desinfectante o dentro de un recipiente pequefo
con algodén estéril.

— Operar las centrifugas con precaucion para evitar roturas y la generacion de aerosoles
contaminantes.

— Utilizar cabinas de seguridad biolégica cuando lo indiquen los niveles de peligrosidad
del trabajo.

— Manipular adecuadamente a los animales para minimizar riesgos.

Es fundamental, en el marco de las BPL, definir los conceptos de esterilizacion y
desinfeccion.

La esterilizacién implica la eliminacion o remocidon completa de todos los microorganismos
vivos. Para lograrlo, se emplean métodos fisicos como el calor, la filtracion por membranas y
las radiaciones.

Por otro lado, la desinfeccion busca eliminar la capacidad infecciosa de un material
determinado mediante agentes quimicos, aunque no necesariamente logre esterilidad. Estos
agentes quimicos, debido a su accion inespecifica, afectan tanto a los microorganismos como
a las células de los tejidos. Por ello, su concentracién y composicién limitan su uso en ciertos
sustratos. Se denomina antisépticos a los agentes quimicos bacteriostaticos o bactericidas
disefiados para ser aplicados sobre tejidos vivos, ya que, en concentraciones adecuadas,
causan poco dafo tisular. Los agentes utilizados exclusivamente sobre objetos inanimados
reciben el nombre de desinfectantes. Es importante mencionar que algunos agentes quimicos
pueden actuar como antisépticos o desinfectantes dependiendo de su composicion vy
aplicacién; sin embargo, en algunos casos pueden ser corrosivos, irritantes o toxicos, lo que
los hace inadecuados para uso en piel o tejidos.

La eficacia de los desinfectantes disminuye en presencia de materia organica, por lo que
es crucial limpiar previamente el instrumental antes de desinfectarlo. Las instrucciones para la
desinfeccién deben redactarse considerando los microorganismos manipulados, especificando
los desinfectantes a emplear y sus diluciones. Dado que las férmulas comerciales de los
productos desinfectantes pueden variar ampliamente, se deben seguir siempre las indicaciones
del fabricante.

Cuando se requiere desinfeccién a temperatura ambiente, se emplean productos quimicos
para tratar instrumentos y superficies que no toleran calor seco o altas temperaturas. El
desinfectante ideal debe poseer un amplio espectro de actividad, accién rapida e irreversible,
estabilidad frente a agentes fisicos y no deteriorar los objetos desinfectados. Ademas, no debe
tener olores molestos ni umbrales olfativos bajos.

Todos los materiales reutilizables deben descontaminarse antes de ser lavados y
esterilizados. Como desinfectante rutinario, se sugiere el uso de lavandina (solucién 1:10 de

blanqueador doméstico recién preparada, con 1.000 a 10.000 ppm de cloro disponible) o
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amoniaco. Los contenedores de vidrio, por su parte, pueden desinfectarse con acido fénico al
5 %, dejandolo actuar durante 24 horas antes de proceder a su limpieza con detergente y agua.
Es crucial adoptar medidas de proteccion y prevencion para el uso de desinfectantes,
atendiendo a su toxicidad inherente por su accién antimicrobiana. Se debe cumplir con las
instrucciones de aplicacion detalladas en las etiquetas y fichas de seguridad, y etiquetar los
productos segun la normativa correspondiente.
En la Tabla 1.3 se presenta un listado detallado de productos quimicos desinfectantes

comunmente empleados, destacando sus caracteristicas y aplicaciones especificas.

Tabla 1.3

Listado de productos quimicos desinfectantes

.l Efecto
. Concentracion .. . . .
Tipo (%) Accioén Mecanismo Ventajas Inconvenientes sobre el
humano
Alcoholes 60 - 90 Bactericida, DesnaturalizaNo mancha Inactivado por
(etanol, fungicida y proteinas ni irrita materia
isopropanol) viricida organica.
Inflamable
Compuesto 0,4-1,6 Bactericida, Incrementala Econdémico No actua sobre Irritante
de amonio fungicida y permeabilidad gramnegativas.  Toéxico
cuaternario viricida celular Puede inactivar
materia organica
Compuestos 0,4-0,5 Bactericida, Desnaturaliza Econdmico Toéxico, corrosivo. lIrritante
fenolicos fungicida, proteinas Toxico
viricida y Corrosivo

tuberculocida

lodo6foros 75 pp Bactericida, lodaciény Estable, con Caro. Inactivado Irritante de
fungicida, oxidacién de accioéon por materia piel y
viricida y proteinas residual organica mucosas
tuberculocida
Glutaraldehi 2,0 Bactericida, Alteracion de No Vapores irritantes Toxico,
do fungicida, proteinas  corrosivo. ni irritante
viricida y afectado por
tuberculocida otros
compuestos
Hipoclorito 500 ppm cloro  Bactericida, |nactivacion Economico Toxico, corrosivo.  Toxico
libre fungicida,  enzimatica Inactivado por  corrosivo.
viricida y

materia organica
tuberculocida

Peréxido 3,0 Bactericida, = Radicales Estable Corrosivo y caro
de fungicida, libres
hidrégeno viricida y

tuberculocida

La gestion de residuos es una parte integral de la seguridad en los laboratorios. Los

desechos generados pueden estar contaminados con microorganismos o contener sustancias
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quimicas toxicas. Ademas de cumplir con la normativa vigente sobre residuos biosanitarios, se
recomienda contar con sistemas internos, como autoclaves, para tratar los residuos generados.
Los residuos biocontaminados y especiales deben ser transportados en recipientes
impermeables y resistentes a acidos y alcalis, con cierre hermético y capacidad maxima de 60
litros. El almacenamiento intermedio no debe exceder las 24 horas tras llenar y cerrar el

recipiente.

Etiquetas y pictogramas de los productos quimicos

El etiquetado reglamentario de las sustancias quimicas y sus mezclas constituye una
herramienta esencial para comunicar de manera eficaz y uniforme los riesgos asociados a su
uso, conforme a los estandares establecidos en el Sistema Globalmente Armonizado de
Clasificacion y Etiquetado de Productos Quimicos (SGA), adoptados oficialmente en Argentina
por la Resolucién SRT N° 801/15. En caso de transvasar un producto a otro envase, la etiqueta
original debe reproducirse de forma sistematica. Las etiquetas incluyen pictogramas de peligro,
palabras de advertencia, frases de peligro y consejos de prudencia, que permiten identificar el
producto de forma inmediata, reducir el riesgo de confusiones y accidentes durante su
manipulacion y proporcionar pautas claras de actuacion en caso de emergencia.

Es imprescindible almacenar los productos quimicos de forma adecuada, asegurando la
separacion de sustancias que puedan emitir vapores o sublimarse, para evitar la contaminacion
cruzada y el deterioro de las etiquetas. Ademas, es fundamental mantener un inventario
actualizado y un control riguroso de los reactivos.

Segun las normativas internacionales, toda solucién reactiva preparada en el laboratorio
debe contar con una etiqueta conforme a las guias de Buenas Practicas de Laboratorio (BPL)
y las normas ISO/IEC 17025.

Para garantizar la durabilidad de la etiqueta, se recomienda utilizar material impermeable
transparente que la proteja de dafios, y colocarla en una posicién opuesta al lado donde se
vierta la solucion. Esto asegura una identificacién clara y una manipulacion segura.

Independientemente del etiquetado, se debe mantener un registro detallado de la
preparacion de las soluciones, garantizando su trazabilidad que incluya datos como: codigo del
lote de agua utilizada, cantidad total de solucion preparada, origen y cantidad de cada reactivo
empleado, descripcion simplificada del procedimiento seguido, calculos realizados, referencias
bibliograficas, fechas de preparacion y vencimiento, asi como las firmas del analista y del
supervisor. En la Figura 1.2 se detallan los datos que debe incluir la etiqueta.

Por otro lado, los riesgos asociados a la exposicidon cronica, al contacto directo y a la
reactividad de las sustancias quimicas en un laboratorio son criticos para la seguridad del
personal. Por ello, para el manejo y el almacenamiento seguros de estos productos, se utilizan

métodos de codificacidon por colores. Este sistema permite agrupar productos del mismo color
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segun su clase y, al mismo tiempo, separar aquellos que presenten incompatibilidades

especificas dentro de una misma categoria.

Figura 1.2

Modelo de etiqueta de una solucion reactiva

6 MONOXIDO DE CARBONO

H220: Gas extremadaments inflamable. H331: Towico si se inhala. H3600:
Puede danar al feto. H372: Provoca dafios en log Groanos tras exposicio-

3
nes prolongadas o repetidas.
% Mantenga el reciplente herméticamente cerrado. Evite respirar los vapo-
res. En caso de inhalacidn, alejar a la victima al exterior y manteneria en 4
5 Iepast en una posicidn confortable para respirar. Liamar a un centro de

toxicologia o médico. Almacenar en un hugar bien ventilado.

1 Nombre del fabricante - Direccidn - N° de teléfono

9 PELIGRO

Nota. 1: Identificacién del fabricante/proveedor/distribuidor. 2: Frases de peligro
(Las leyendas son obligatorias. El cédigo HXXX, no). 3: Pictogramas. 4: Consejos
de prudencia. 5: Palabras de advertencia. 6: Nombre del producto quimico.
Reproducido de Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado

de Productos Quimicos (SGA), Superintendencia de Riesgos del Trabajo, 2015.

Los pictogramas son representaciones graficas disefiadas para transmitir informaciéon de
manera rapida y efectiva. La Figura 1.3 presenta pictogramas de peligro y ejemplos de sus
respectivas clases.

Figura 1.3

Pictogramas de peligro

SGA - Pictogramas de peligro y ejemplos sobre sus correspondientes clases de peligro

Peligros fisicos Peligros para la salud humana Peligros para el medio ambiente
Explosivos Liquidos Gases Corrosive para Toxicidad Corrosion Irritacidn Paligro por Peligroso para el medio
fos metales aguda cutdnea cutdnea aspiracién ambiente acudtico

Nota. Reproducido de Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de

Productos Quimicos (SGA), Superintendencia de Riesgos del Trabajo, 2015.

Las instalaciones y condiciones ambientales

El disefio y la construccién de un laboratorio, conocidos en seguridad biolégica como

contencion o barrera secundaria, son fundamentales para garantizar la proteccion del personal
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del laboratorio, de las personas fuera del laboratorio y de la comunidad en general ante posibles
fugas accidentales de agentes infecciosos.

Es esencial implementar una separacion eficaz entre areas vecinas que realicen actividades
incompatibles, junto con medidas para prevenir la contaminacion cruzada, como el control de
acceso y el disefio adecuado de las instalaciones.

El acceso debe estar restringido al personal autorizado y capacitado en el manejo de
agentes infecciosos. En ningun caso deben ingresar familiares ni amigos. Para el nivel 2 de
contencion, basta con que la puerta del laboratorio pueda cerrarse con acceso limitado,
mientras que el nivel 3 requiere una puerta doble y un cambio de ropa antes de ingresar.

Para minimizar el riesgo de contaminacion cruzada, se recomienda disefiar el laboratorio
con un flujo recto de operaciones, evitando caminos de regreso. Cuando esto no sea posible,
deben adoptarse alternativas como la realizacion secuencial de los procedimientos o la
separacion de actividades en tiempo o espacio.

Las areas del laboratorio deben estar separadas o designadas claramente para actividades
especificas: recepcion y almacenamiento de muestras, preparacion de muestras, areas
analiticas diferenciadas de las areas de apoyo, y areas de apoyo como preparacion de medios
de cultivo, esterilizacion, descontaminacion, almacenamiento y lavado de material. Aunque el
area de lavado puede compartirse con otras partes del laboratorio tras la descontaminacion,
deben tomarse precauciones para evitar la transferencia de sustancias que afecten el
crecimiento microbiano. La separacidon fisica dependera de parametros especificos del
laboratorio como el tipo y numero de ensayos realizados.

El orden y la limpieza son cruciales. Para los laboratorios de microbiologia, es imprescindible
establecer procedimientos documentados de limpieza y desinfeccién, considerando los riesgos
de contaminacion y facilitando estas operaciones. Las medidas recomendadas incluyen:

— Unién céncava entre suelo, paredes y techos.

— lluminacién empotrada en techos.

— Ventilacién adecuada (natural, forzada o sistemas de aire acondicionado con filtros).

— Espacio suficiente para almacenamiento.

— Evitar tuberias sobre las superficies de trabajo sin sellado adecuado.

— Eliminar cortinas y persianas internas, salvo que estén incluidas en el programa de
limpieza.

— Uso de materiales lisos, no absorbentes, faciles de limpiar y desinfectar en paredes,
techos y superficies de trabajo.

Se debe establecer un programa documentado de limpieza y desinfeccién basado en la
vigilancia ambiental y en los posibles riesgos de contaminacién cruzada. Cuando sea
necesario, deben ajustarse las medidas segun los resultados de esta vigilancia, como la
limpieza a fondo, el incremento de la frecuencia, el cambio de procedimientos o de
desinfectantes.

Las instalaciones deben contar con equipos ventilados para su manejo por personal

capacitado. Las campanas de gases y las cabinas de flujo laminar ofrecen proteccion en
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diferentes ambitos: quimico y material interno, respectivamente, pero no protegen al operador

frente a riesgos bioldgicos.

Cabinas de seguridad biolégicas

Las cabinas de seguridad biolégica (CSB) o gabinetes de seguridad son equipos
disefiados para proporcionar una barrera de contencidn que permite trabajar de manera segura
con agentes infecciosos. Segun su disefio y clasificacion, estas cabinas protegen al trabajador,
al medio ambiente y/o al producto. Funcionan mediante una combinacién de elementos
electromecanicos y procesos fisicos que impulsan el aire a través de filtros HEPA (del inglés
High Efficiency Particulate Air) de gran superficie, con una eficiencia minima de retencion de
particulas del 99,99 % para tamafios de 0,3 uym.

De acuerdo con la clasificacion oficial de la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS),

las CSB se dividen en tres clases principales:

— Clase I: Ofrecen proteccion al operador y al medio ambiente, pero no garantizan la
esterilidad del producto. Son adecuadas para manipular agentes biolégicos de bajo o
moderado riesgo.

— Clase ll: Ademas de proteger al operador y al medio ambiente, garantizan la esterilidad
del material dentro de la cabina. Estas se subdividen en tipos A y B, dependiendo de
la proporcién de aire recirculado y expulsado.

— Clase llI: Proporcionan el nivel mas alto de proteccion, ya que estan completamente
selladas y operan con guantes integrados. Son ideales para trabajar con agentes de
alto riesgo bioldgico.

Cada clase esta disefiada para cumplir con requisitos especificos de seguridad y

funcionalidad, dependiendo del nivel de riesgo y las necesidades del laboratorio.

Bioseguridad en Ila certificacion y acreditacion de los

laboratorios

El concepto de BPL, surgido en la industria farmacéutica en los afios 60, evolucioné para
abarcar laboratorios clinicos, veterinarios, de alimentos y mas, impulsando la confiabilidad de
los resultados y la seguridad de los productos. La acreditacion, esencial para generar confianza
externa, requiere cumplir no solo con las BPL, sino también con normativas internacionales,
como la ISO/IEC 17025, que establece estandares de gestion y competencia técnica, y la ISO
9001:2015/Amd 1:2024, que introduce aspectos relevantes como el cambio climatico.

La certificacion, por su parte, valida que los productos, procesos o sistemas cumplen con
especificaciones, mientras que la acreditacién asegura la competencia de las organizaciones
evaluadoras de conformidad, como los laboratorios. Adaptaciones especificas en areas como

microbiologia o quimica son posibles gracias al Anexo B de la norma ISO/IEC 17025.
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La implementacion de estas medidas no solo asegura la calidad y seguridad, sino que
optimiza recursos y fortalece la competitividad de los laboratorios en un entorno global en

constante evolucion.
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CAPITULO 2
Eventos de notificaciéon obligatoria

Maria Fernanda Gomez

Normativa de Notificacion de Enfermedades de Denuncia

Obligatoria

Desde el afio 2016, la provincia de Buenos Aires cuenta con la implementacion de la
Normativa de Notificacion de Enfermedades de Denuncia Obligatoria (NNEDO), dirigida a la
vigilancia de enfermedades en pequefios animales. En ella se establece un marco regulatorio
que incluye los eventos de notificacién obligatoria (ENO) de enfermedades transmisibles y
vectoriales (zoonéticas), como la brucelosis canina, la clamidiosis aviar, la filariasis, la
esporotricosis, la leishmaniasis visceral canina, la leptospirosis canina, las infecciones por

micobacterias en animales pequefios y la rabia animal.

Figura 2.1

Eventos de notificacion obligatoria en pequefios animales

EN U Brucelosis canina

Clamidiasis aviar
Filariasis
Esporotricosis
Leishmaniasis visceral canina
Leptospiresis canina
Micobacterias en pequenos animales

Nota. Adaptado de Normativa de Notificacion de Enfermedades de
Denuncia Obligatoria en Veterinaria en Pequerfios Animales, 2020,
Departamento de zoonosis urbana, Ministerio de Salud de la

provincia de Buenos Aires.

El principal propdsito de esta normativa es garantizar la existencia de un procedimiento claro

y normalizado que permita a los médicos veterinarios, tanto del ambito publico como del
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privado, cumplir con la obligacion de notificar estas enfermedades de manera eficiente y
ordenada.

Mediante un sistema de notificacion especifico y detallado, se busca fortalecer la vigilancia
epidemiolégica y optimizar las estrategias de prevencion y control de enfermedades zoondticas,
contribuyendo asi a la salud publica.

La NNEDO fue elaborada conjuntamente por el Departamento de Zoonosis Urbanas del
Ministerio de Salud de la provincia de Buenos Aires, el Colegio de Veterinarios de la provincia
de Buenos Aires y la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata.
Este trabajo colaborativo destaca la importancia de la articulacidén entre organismos
gubernamentales, instituciones académicas y entidades profesionales para abordar las

problematicas de salud publica relacionadas con los pequefios animales.

Normativa de ENO: el pilar de la vigilancia epidemiolégica

Para la notificaciéon de las ENO, cada pais tiene sus propias regulaciones, y es importante
que los veterinarios y los laboratorios de diagndstico las conozcan. Los laboratorios juegan un
papel fundamental en la deteccion de casos y en la recopilacion de datos epidemioldgicos para
la vigilancia de brotes y la implementacién de medidas. La notificacion temprana y precisa de
las ENO es clave para el monitoreo de la circulacion de enfermedades en la poblacién y debe
realizarse ante las autoridades veterinarias o de salud publica inmediatamente después de la

confirmacion del diagnéstico.

Sistema Nacional de Vigilancia

El SINAVE utiliza un sistema informatico denominado “Sistema Nacional de Vigilancia de la
Salud” (SNVS, en su versién 2.0) y divide a los integrantes del Sistema de Salud en diferentes
niveles, cada uno con responsabilidades especificas para lograr una vigilancia eficiente. A

continuacion, se describe en Veterinaria:

Nivel Local

Comprende a los profesionales de la salud que estan en contacto directo con la poblacién
atendida (animales de cualquier especie), que en nuestro medio son los veterinarios, médicos
veterinarios o laboratorios veterinarios privados, estatales y de las facultades, quienes actuan
como disparadores de la vigilancia ante un diagnéstico confirmado de un ENO, poniendo en
marcha los mecanismos de notificacién, observacion continua, monitoreo, alerta, alarma vy
control. Para la vigilancia de los ENO de importancia en veterinaria se utilizan diferentes

estrategias; incluso, para un mismo evento, se puede seleccionar mas de una.
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Figura 2.2

Niveles del Sistema de Salud en Argentina

MNiveles del Sistema de Salud en Argentina
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Nota. Con autorizacion del médico veterinario Gustavo Martinez, A/C de
la Divisién Acciones Comunitarias para la Salud, Ministerio de Salud de
la Ciudad Autdonoma de Buenos Aires

— La vigilancia en consultorio veterinario, ante un caso confirmado (por medio de
métodos complementarios en laboratorio), el profesional actuante informa el ENO de
forma inmediata, existiendo dos alternativas disponibles para tal fin:

o En linea: los datos se cargan en un formulario cuyo enlace se encuentra
disponible en la pagina del Colegio de Veterinarios de la Provincia de Buenos
Aires. Denuncia Obligatoria de Enfermedades Zoonéticas — http://cvpba.org/
En este caso, los resultados de la carga son recibidos por el Nivel Central
Provincial, como, Zoonosis Urbanas del Ministerio de Salud y el Laboratorio y
Zoonosis del Ministerio de Agroindustria de la Provincia de Buenos Aires, que
remitira los datos del evento cargado al Centros de Zoonosis que corresponda.

o Por medio de planillas de notificacién impresas, que deben remitirse al
Centro de Zoonosis Municipal correspondiente.

Al finalizar sugiere que se deben dar recomendaciones detalladas por escrito

sobre las medidas preventivas a tomar. (Ver planillas anexas en la Normativa).

— Por otro lado, esta la vigilancia de laboratorios tanto privados como los de
referencia, que funcionan como “nodo” de carga. Cuando se confirma el diagndstico
por alguno de los métodos complementarios aprobados, carga el ENO en el SNVS 2.0

(Modulo SISA — Sistema integrado de Informacién Sanitaria Argentino).
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Figura 2.3
Diagrama de flujo de las acciones que debe realizar el veterinario ante el diagndstico

confirmado de un ENO
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Nota. Adaptado de Normativa de Notificacién de Enfermedades
de Denuncia Obligatoria en Veterinaria en Pequefios Animales,
2022, Departamento de zoonosis urbana, Ministerio de Salud

de la provincia de Buenos Aires.

Nivel Intermedio Municipal

El nivel intermedio municipal comprende a los Centros de Zoonosis de los Municipios de la
provincia de Buenos Aires. En este nivel se consolida la informacion remitida por el nivel local
y se identifican hechos sobre el estado de salud de las poblaciones animales, con la finalidad
de intervenir precozmente para la promocién, prevencién y control de focos con la finalidad de
limitar el impacto en la Salud Publica.

Remite la informacion recibida en forma periédica y oportuna al Nivel Central Provincial.

Nivel Central Provincial
El nivel central provincial, estda comprendido por las Divisiones Zoonosis Urbanas y Rurales
de la Direccion Epidemiolégica del Ministerio de Salud y la Direccion Provincial de Carnes del

Ministerio de Agroindustria (ex Asuntos Agrarios), de la provincia de Buenos Aires.

Este nivel consolida la informacién recibida y la registra en el SNVS 2.0, teniendo una
intervencién de tipo individual y poblacional, para la toma de medidas eficaces de control,
prevencion y promocion de la salud, como asi también para la elaboracion de estrategias de
comunicacion social, divulgacion de boletines epidemioldégicos a nivel provincial vy

asesoramiento en la formulaciéon de normas para el control de enfermedades zoonéticas.
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Nivel Central Nacional

El nivel central nacional, se encuentra dentro de la estructura del Ministerio de Salud de la
Nacién con el nombre de Direccion de Epidemiologia. El nivel central tiene una intervencion de
tipo poblacional y normativa. Realiza analisis e investigaciones para la adopcién de medidas
de control, elabora estrategias de comunicacion social, remite la informacién a Organismos
Internacionales, elabora y divulga boletines epidemioldgicos nacionales, informes y otros

instrumentos para garantizar la retroalimentacion del sistema.

Procedimientos diagndsticos para enfermedades bacterianas

de denuncia obligatoria en pequenos animales

Historia y signos clinicos

El diagndstico comienza con la evaluacion de signos clinicos por el médico veterinario, que
pueden incluir fiebre, letargo, vomitos, diarrea, dificultades respiratorias y neurolégicas.
También es importante registrar el historial de viajes, el contacto con otros animales o

exposicion a fuentes potenciales de infeccion.

Muestras para el diagnéstico de laboratorio

Para realizar el diagndstico de laboratorio, es fundamental obtener muestras adecuadas del

animal problema, las cuales dependeran del posible agente etioldgico involucrado (Figura 2.4).

Brucelosis canina

Definicion de caso
— Sospechoso: Todo canino hembra con afecciones del tracto reproductivo de probable
origen infeccioso como: endometritis, vaginitis, piometra, abortos tardios, nacimiento
de cachorros muertos o débiles, muerte perinatal; o todo canino macho que presente:
orquitis, epidermitis, prostatitis y dermatitis escrotal, del mismo origen. Para ambos
sexos, la presencia de discoespondilitis, artritis, signos de enfermedad infecciosa
sistémica como fiebre prolongada, uveitis, adenomegalia generalizada, y/o con nexo

epidemioldgico preexistente.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 27



BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

— Probable: Canino positivo al diagnéstico seroldgico de inmunodifusion en gel de agar
(IDGA), o evidenciarse la presencia de seroconversidon en la aglutinacion en
portaobjetos (RSAT).

— Confirmado: Aquellos animales de ambos sexos, en los que se aisle Brucella canis a
partir de muestras de sangre, orina, secreciones, material de aborto u otros érganos.

Como asi también, la deteccion de ADN de Brucella spp. mediante la técnica de PCR.

Tabla 2.1
Tipo de muestra y métodos diagndstico de los ENO de origen bacteriano

Enfermedad Agente etiologico Tipo de muestra Método diagndstico

Brucelosis canina Brucella canis Hisopado de secreciones PCR/Aislamiento
vaginales, membranas fetales y
material de necropsia

Sangre PCR/Aislamiento
Suero IDGA/RSATI/IC
Clamidiosis aviar Chlamydia psittaci Hisopado conjuntival Citologia/IFD/ ELISA
Hisopado cloacal PCR
Leptospirosis Leptospira spp. Suero MAT, Aglutinacién macro con
canina AgTR
Orina/material necropsia Aislamiento/PCR
Micobacteriosis Mycobacterium bovis  Lavado bronquial, punciones Aislamiento/Baciloscopia/PCR
M. avium Hisopado rectal Baciloscopia/PCR
M. leprae Puncién de granuloma Baciloscopia/PCR

Nota. IDGA: inmunodifusion en gel de agar. RSAT: seroconversion en la aglutinacion en portaobjeto.
IC: inmunocromatografia. IFD: inmunofluorescencia directa. MAT: microaglutinacién. Adaptado de
Normativa de Notificaciéon de Enfermedades de Denuncia Obligatoria en Veterinaria en Pequefios
Animales, 2020, Departamento de zoonosis urbana, Ministerio de Salud de la provincia de Buenos

Aires.

Clamidiosis aviar

Definicion de caso
— Sospechoso: Cualquier ave psitacida o no psitacida con o sin signos compatibles con
la enfermedad que estd epidemiolégicamente relacionado con un caso humano o
animal confirmado.
— Probable: Todo caso sospechoso con resultado positivo por citologia, deteccion de
antigeno de Chlamydia spp. identificado por enzimoinmunoanalisis de adsorcion
(ELISA), inmunofluorescencia directa (IFD) en las heces, hisopado cloacal, hisopado

del del tracto respiratorio, hisopado conjuntival y/o exudados oculares.

— Confirmado
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Todo caso probable con 2 pruebas positivas (IFD, ELISA, inmunocromatografia
(IC), mas nexo epidemiolégico.
Caso sospechoso o probable, con confirmacion mediante pruebas

diagndsticas (PCR) y/o aislamiento.

Leptospirosis canina

Definiciéon de caso

Sospechoso: Paciente con signologia y epidemiologia compatible con leptospirosis.

Los antecedentes epidemiolégicos sugestivos son: exposicion a inundaciones,

temporada de lluvias, barro, basurales o contacto con aguas estancadas (pozos,

arroyos, lagos o rios) y/o contacto con animales enfermos o roedores.

Probable: Caso sospechoso sumado a un resultado reactivo para la prueba de

referencia: prueba de Microaglutinacion (MAT) con un titulo menor a 400 en una uUnica

muestra, ya sea a uno 0 mas serogrupos, sin antecedentes de vacunacion vigente.

Confirmado: Caso sospechoso o probable sumado a:

O

En una uUnica muestra: Prueba de MAT (microaglutinacion) positiva con un
titulo mayor o igual a 800 frente a uno o mas serogrupos, sin antecedentes de
haber recibido vacuna antileptospirésica en los uUltimos 6 meses. Aislamiento
bacteriano en cultivo, realizado en medios especiales (EMJH), o por
inoculacién intraperitoneal en hamster, a partir de muestras de sangre, orina o
material de necropsia, realizado inmediatamente a la toma de muestra y
teniendo en cuenta que el resultado puede ser negativo si estos pacientes
tomaron antibiético o la muestra no fue conservada y transportada
adecuadamente. Deteccion de ADN de Leptospira spp por medio de PCR de
sangre, orina, y material de necropsia; su ventaja refiere a que no necesita que
las bacterias sean viables, pero tiene como desventaja que no pueden
diferenciarse los diferentes serogrupos, detectando solo una secuencia del
genoma, que es compatible con Leptospira spp patégenas.

Seroconversion a la MAT: produciendo la 1@ muestra negativa y la 29 positiva
o 17 y 292 muestra positivas con diferencias de al menos 2 titulos entre ellas.

Ambas muestras se toman con un intervalo de 15 dias entre cada una.

Micobacteriosis en pequeinos animales

Definicion de caso

Sospechoso: Se define como felino sospechoso de tuberculosis a todo aquel animal

que se presente al examen clinico con uno o mas antecedentes o signos compatibles

con la enfermedad.

Compatible: Paciente sospechoso clinico con baciloscopia AAR positiva y cultivo

negativo o no realizado.
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— Tuberculoso: Se define como felino tuberculoso al animal sospechoso clinico con
aislamiento positivo de Mycobacterium spp.

— Tuberculoso zoonético: Se define como felino tuberculoso zoonético al animal
sospechoso clinico con aislamiento de Mycobacterium bovis.

— Felino no tuberculoso: Se define como felino no tuberculoso al animal sospechoso

clinico con baciloscopia AAR y cultivo negativo luego de 2 (dos) muestras.

Interpretacién de resultados

La confirmacién de la infeccion depende de la correlacion de los signos clinicos con los
hallazgos de laboratorio. Las pruebas como PCR y diagnéstico seroldgico tienen alta
sensibilidad, pero deben ser interpretadas en contexto, ya que algunas infecciones pueden no

presentar sintomas claros o estar en fases subclinicas.

Recomendaciones y medidas preventivas

Para fortalecer la vigilancia epidemioldgica y el control de las enfermedades de denuncia
obligatoria, es fundamental que los médicos veterinarios adopten estrategias preventivas
efectivas. La correcta aplicacion de estas medidas no solo protege la salud de los animales,
sino que también previene la transmision de enfermedades zoondticas y contribuye a la salud

publica.

Se presentan algunas recomendaciones clave,
— Capacitacion continua y actualizacion profesional.
— Implementacion de protocolos de bioseguridad en clinicas y laboratorios.
— [Estrategias de vigilancia y notificacién oportuna.

— Educacion y concientizacién de los propietarios de animales.

En sintesis, la aplicacién de estas recomendaciones no solo mejora la vigilancia
epidemiolégica de las enfermedades de denuncia obligatoria, sino que también refuerza el
papel del médico veterinario y del laboratorio como actores clave en la proteccién de la salud
publica. La prevencion y el control de las zoonosis requieren un compromiso colectivo, en el
que la educacion, la notificacion responsable y de la colaboracién interdisciplinaria bajo el

enfoque de Una Salud.

Referencias
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CAPITULO 3
Toma de muestras - generalidades

Maria Fernanda Gomez

La toma de muestras en pequefios animales es un paso clave en el diagndstico
microbiolégico, ya que determina la precision de los resultados. Una recoleccion adecuada
requiere identificar correctamente el sitio de infeccién, aplicar técnicas asépticas y utilizar
medios de transporte apropiados, minimizando el tiempo hasta su procesamiento. Estos
factores son esenciales para optimizar la identificacion del agente etiolégico y garantizar su

diagndstico bacterioldgico, facilitando asi un tratamiento oportuno de las infecciones.

Normas generales para la conservacién y envio de muestras

— El paciente debe estar sin tratamiento antibiético previo o el mismo debe ser
suspendido 4 - 5 dias antes como minimo.

— Todas las muestras deben remitirse al laboratorio inmediatamente, de no ser posible
se deberan almacenar a 4 °C por no mas de 24 horas.

— No congelar las muestras.

— Asegurarse de que los recipientes estén bien rotulados, con la informacién del paciente,
veterinario y datos de la muestra.

— Adjuntar el protocolo de envio de muestras.

— El transporte de la muestra implica una potencial fuente de contaminacion y riesgo

biolégico para todas las personas durante el proceso.

Medidas de bioseguridad

La manipulacién inadecuada de materiales o muestras clinicas representa un riesgo
bioldgico tanto para las personas que estan encargadas de su toma, recepcion y procesamiento
como para el ambiente. Por tal motivo, es fundamental utilizar los elementos de proteccion
personal adecuados segun el origen de la muestra, minimizando asi la exposicion a agentes
potencialmente peligrosos.

Para asegurar un manejo seguro de muestras bioldgicas, se recomienda utilizar

contenedores herméticos, resistentes a fugas y de facil sellado para su transporte. En cuanto
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a la manipulacion de elementos cortopunzantes, deben observarse estrictamente las normas
de bioseguridad: no reencapuchar agujas, emplear correctamente los dispositivos disefiados
para su descarte y evitar el traslado de jeringas con agujas, transfiriendo el material aspirado a
tubos estériles. En caso de producirse un accidente con riesgo bioldgico, es obligatorio
notificarlo de manera inmediata conforme al protocolo institucional vigente para incidentes

laborales de esta naturaleza.

Transporte de muestras con riesgo bioldgico

El recipiente primario, que contiene la muestra o cultivo, debe estar debidamente cerrado,
rotulado y colocado dentro de un contenedor secundario que asegure su contencion ante
eventuales derrames. Este conjunto debe introducirse en un recipiente terciario o caja de
transporte, correctamente identificado con la leyenda “infeccioso” y acompafiado de los datos
del remitente y del destinatario. Cuando se requiera el envio de multiples contenedores
secundarios, estos pueden ser agrupados en un mismo recipiente terciario, como una caja,
termo o hielera, que garantice la proteccion del contenido frente a factores ambientales
adversos, como el calor excesivo. En los casos que asi lo demanden, debe mantenerse la
cadena de frio mediante el uso de refrigerantes, asegurando que la temperatura se conserve
dentro de los rangos establecidos para preservar la integridad de la muestra. Resulta
indispensable, ademas, una adecuada coordinacién entre todos los actores involucrados en el
manejo, preparacion y transporte de materiales potencialmente peligrosos, a fin de garantizar

un traslado seguro, eficiente y conforme a las normativas de bioseguridad vigentes.

Factores que influyen en el aislamiento del agente bacteriano

El éxito en el aislamiento del agente bacteriano responsable de una infecciéon depende de
multiples factores, que pueden afectar la viabilidad y recuperacion de los microorganismos en
el laboratorio:

— Localizacion del proceso infeccioso.

— Técnica y material utilizado para recolectar la muestra.

— Maedio de transporte en el cual la muestra es colocada.

— Tiempo transcurrido entre la toma de muestra y su procesamiento en el laboratorio.

— Localizacion del proceso infeccioso

La ubicacién de la infeccidn influye en la cantidad y tipo de microorganismos presentes, asi
como en la dificultad para obtener una muestra representativa. La identificacion del sitio de
infeccion es clave para determinar el tipo de muestra a recolectar y el posible agente causal.

Segun la localizacion, las areas del cuerpo pueden clasificarse en:
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— Areas estériles™: cualquier bacteria aislada en estos sitios tiene alta relevancia clinica.

- Areas colonizadas? es fundamental diferenciar entre la microbiota normal y los agentes

patdégenos.

— Infecciones profundas o en tejidos con baja carga bacteriana: requieren muestras

obtenidas mediante técnicas invasivas, como biopsias o aspirados profundos.

En pequefios animales, algunas localizaciones frecuentes de infeccién incluyen:

— Piel y oido: piodermas, otitis externa.

— Sistema respiratorio: neumonia, traqueobronquitis infecciosa (“tos de las perreras”).

— Tracto urinario: infeccion urinaria, pielonefritis.

— Tracto digestivo: diarreas bacterianas, infecciones gastrointestinales.

— Sistema nervioso central: meningitis bacteriana.

— Sangre: bacteriemia, sepsis.

Técnica y material utilizado para recolectar la muestra

La recoleccion debe realizarse de forma aséptica para evitar la contaminacion y los falsos

positivos. En la tabla 3.1 se mencionan ejemplos de tipos de muestras y técnicas adecuadas

para su obtencion en pequefios animales y los dispositivos de recoleccion (Figura 3.1).

Tabla 3.1

Tipo de muestra, técnica de recoleccion y material utilizado

Tipo de muestra

Técnica de recoleccion

Material utilizado

Muestras de piel
Exudados o6ticos
Secreciones nasales o
traqueales
Orina
Heces

Sangre
Liquido cefalorraquideo

Raspado cutaneo, biopsia o
puncién de absceso
Hisopado profundo del
conducto auditivo externo
Hisopado nasal o lavado
traqueal
Cistocentesis, miccion
espontanea, cateterizacion
Recoleccion directa del recto o
deposicion reciente

Venopuncién aséptica
Puncién lumbar bajo sedacién

Bisturi, aguja estéril, tubo
seco o con solucion salina
Hisopo estéril con medio de
transporte
Hisopo estéril, jeringa con
solucioén fisiolégica
Tubo estéril, frasco con
conservante si es necesario
Frasco estéril, medio Cary-
Blair para patégenos
entéricos
Hemocultivo
Tubos estériles sin
anticoagulante

' Sangre, liquido cefalorraquideo, liquido pleural, articular, peritoneal.
2 Piel, tracto respiratorio superior, intestino, tracto urogenital.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

UNLP

34



BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

Procedimiento para la toma de muestras

Exudados oticos

— Limpiar cuidadosamente el oido externo con solucion fisioldgica estéril y secar con una
gasa estéril para eliminar posibles contaminantes externos.

— Utilizar un hisopo estéril para la recoleccion de la muestra, asegurandose de
introducirlo en el conducto auditivo externo (CAE) y girarlo suavemente para obtener
suficiente material.

— Colocar el hisopo en un tubo con medio de transporte estéril, asegurandose de que

quede bien sellado para su conservacion y posterior analisis.

Figura 3.1

Dispositivos de recoleccion de muestras

Nota. a: Tubos estériles. b: Bolsas estériles. c: Recipiente
estéril. D: Hisopo estéril. e: Medio de transporte Stuart. F:

Jeringa descartable.

Lavados endoscopicos
— Asegurarse de que el endoscopio esté limpio y esterilizado antes de su uso para evitar
contaminacion de la muestra.

— Recoger la muestra en un recipiente estéril.

Secreciones y exudados
— Limpiar la zona con solucion fisiolégica estéril para eliminar costras y exudados.
— Utilizar un hisopo estéril para frotar enérgicamente la mucosa de la zona (ej. fosa nasal,

fondo de vagina) o una jeringa estéril en el caso de punciones.
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Colocar el hisopo en tubo con medio de transporte estéril.

Utilizar material estéril para la recoleccion, incluyendo jeringas, sondas y recipientes.
La recoleccion por cistocentesis o sondaje es el método de eleccién, ya que minimiza
la contaminacion con microorganismos de la uretra o el ambiente.

En caso de utilizar cistocentesis, desinfectar la piel del abdomen antes de la puncion y
emplear una aguja estéril conectada a una jeringa.

Si se realiza por sondaje, utilizar una sonda estéril y asegurarse de un procedimiento
aseéptico.

Una vez obtenida la muestra, transferirla de inmediato a un recipiente estéril.

Materia fecal

Sangre

Toma directa del recto: Utilizar guantes estériles para la manipulacion. Introducir
suavemente un hisopo estéril en el recto y girarlo para obtener una muestra
representativa. Colocar el hisopo en un tubo con medio de transporte estéril y
asegurarse de que quede bien sellado.

Recoleccion de heces recién emitidas: tomar una porciéon de la parte central de la
deposicion con un hisopo estéril o espatula limpia, evitando el contacto con superficies
externas. Transferir la muestra a un recipiente estéril con tapa hermética.

Muestras de necropsia: Extraer un fragmento de asas intestinales con su contenido
fecal. Atar los extremos de las asas intestinales para evitar derrames y contaminacion
cruzada. Colocar el tejido en un recipiente estéril y refrigerar si el analisis no se realiza
de inmediato.

Cantidad de muestra recomendada para muestras individuales: recolectar

aproximadamente 20 gramos de materia fecal por animal en un frasco estéril.

Cortar el pelo en el punto de la puncién venosa (yugular).

Limpiar la zona con solucién jabonosa, secar, y frotar con antiséptico (alcohol yodado
o iodopovidona), dejar secar.

Extraer la muestra de sangre, cambiar la aguja por una nueva (cono verde) y transferir
al frasco de hemocultivo.

Desinfectar el punto de puncién y tapar estérilmente.

Muestras: Remitir en frascos para hemocultivo (mejor que en tubos con heparina), que
contienen anticoagulante y medio enriquecido para el desarrollo de patdgenos
bacterianos; se pueden utilizar frascos destinados a agentes con requerimientos
nutritivos comunes o frascos especificos para bacterias anaerdbicas, que mantienen
una atmasfera rica en didxido de carbono, en cuyo caso es importante retirar la aguja

acoplada a la jeringa para evitar la pérdida de gas.
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— Condiciones: Extraer la muestra durante el pico de temperatura de la enfermedad y
cuando el animal no haya recibido antibiéticos en las ultimas 48 horas.

— Transportar a temperatura ambiente o corporal.

Medio de transporte de uso en bacteriologia

El medio de transporte debe preservar la viabilidad del agente bacteriano y prevenir la
proliferacion de microbiota contaminante. No todas las muestras requieren la utilizacion de
medios de transporte,

— Muestras sin medio de transporte: liquidos estériles (LCR, liquidos articulares,

organos) pueden enviarse en tubos estériles.

— Medios de transporte especificos

o Cary-Blair para materia fecal.
o Amies o Stuart para exudados y secreciones.
o Frascos de hemocultivo con caldo enriquecido.

o Caldo tioglicolato para microorganismos anaerobios.

Condiciones de conservacion de las muestras
— Para evitar el deterioro, los liquidos estériles deben procesarse rapidamente.
— La mayoria de las muestras se conservan en refrigeracion (2 - 8 °C).
— No refrigerar las muestras en las que se sospeche la presencia de anaerobios,

estreptococos o Neisseria spp.

El cumplimiento riguroso de los procedimientos de toma de muestras en pequefios animales
no solo mejora la confiabilidad de los analisis microbioldgicos, sino que también contribuye a
una mejor vigilancia epidemiolégica y al uso racional de antimicrobianos.

El conocimiento en estos aspectos resulta fundamental para fortalecer el diagndstico
microbiolégico, garantizando la toma de decisiones clinicas y la implementacion de estrategias

efectivas en el control de enfermedades infecciosas en pequefios animales.
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Figura 3.2

Protocolo de envio de muestras

UNIVERSIDAD

SEDIBYA
servicio de Facultad de Ciencias
Diagnéstico Bacteriologico y VETERINARIAS NACIONAL
Antimicrobianos DE LA PLATA
Propietario: Direccién:
Localidad: e-mail:
Teléfono:
Profesional actuante: Teléfono:
Localidad: CP: e-mail:
Remitir resultado a:
Datos de la muestra
N® muestra Fecha Especie | Edad | Sexo |Tipo de muestra Técnica de muestreo
M/H
M/H
M/H
M/H
M/H
M/H
M/H
M/H
Estudio solicitado:
¢Recibié tratamiento antibidtico? S/N
¢Con cudl/es antibiotico/s?
¢Por cuantos dias?
Fecha del ultimo tratamiento
Hallazgos clinicos relevantes:
Diagnostico presuntivo:
Ante la duda, comunicarse al +54 (221) 15-501-1567 // sedibya.fcv.unl; mail.com
La OMS ha que la alos i es una de las 10 principales amenazas de salud piblica
a las que se enfrenta la humanidad. El uso indebido y excesivo de antimicrobianos es el principal factor que

ina la aparicion de f
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CAPITULO 4
Observacion y tinciones

Camila Aurnague y Raul Emilio Iza

Desde un punto de vista historico, la ciencia de la microbiologia florecié cuando se logré
observar los microorganismos. El microscopio es un elemento fundamental para el estudio de
la diversidad microbiana. En este capitulo se describiran los tipos de microscopios y las técnicas

utilizadas para observar bacterias.

Tipos de microscopios

Los microorganismos pueden observarse con microscopios Opticos (MO) o electrénicos
(ME). En general, la microscopia optica se refiere al empleo de cualquier tipo de microscopio
que utilice luz visible para observar la muestra.

Los MO se usan para observar células intactas con aumentos relativamente bajos. En
contraposicion, el ME utiliza un haz de electrones en lugar de luz y se emplea para observar
estructuras internas o detalles superficiales de las células a grandes aumentos.

Tan importante como el aumento de tamafio es la resolucién®. Mientras que el aumento
puede incrementarse practicamente sin limite, la resolucion esta determinada por las
propiedades fisicas de la luz. La resolucion, y no el aumento, es lo que marca los limites de lo

que se puede ver al microscopio.

Microscopio optico

En funcién de las caracteristicas de las lentes, los microscopios se clasifican en simples,

poseen un solo tipo de lente y compuestos, cuentan con un sistema de lentes.

3 El poder de resolucion es la distancia minima a la que se pueden distinguir dos puntos. Este limite esta determinado

por la longitud de onda de la fuente de iluminacion, en este caso la luz visible. Los MO tienen un limite maximo de

resolucion de 0,2 ym; ME aumenta 1000 veces la resolucion del MO ya que la longitud de onda de los electrones es

alrededor de 100.000 veces menor que la de la luz visible.
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Un conjunto de lentes finamente talladas forma una imagen focal definida cuyo tamano es
muchas veces mayor que el de la muestra en si. Este aumento se logra cuando los rayos
luminosos que proceden de la fuente de luz pasan a través de un condensador que tiene lentes
que los dirigen a través de la muestra. Desde alli, los rayos pasan al interior de la lente objetivo,
que es la mas proxima a la muestra. La imagen vuelve a ser ampliada por el ocular.

El aumento total de la imagen se calcula multiplicando el aumento del objetivo por el del
ocular. La mayoria de los MO utilizados en microbiologia, poseen tres lentes objetivo: 10 X
(bajo aumento), 40 X (gran aumento) y 100 X (de inmersiéon en aceite). La mayoria de los
oculares amplian la imagen 10 veces (10 X). De la multiplicacion surge que el aumento total de
las imagenes puede ser 100 X con bajo aumento, 400 X con gran aumento y 1000 X con
inmersion.

En bacteriologia se utilizan diferentes tipos de MO compuesto, el de campo claro y los MO

compuesto modificado como, campo oscuro, contraste de fases y fluorescencia.

MO de campo claro

La mayoria de los MO de uso rutinario son de campo claro, donde la luz visible atraviesa
el diafragma, el objetivo y el ocular sin sufrir modificaciones, permitiendo la observacion directa
de la muestra. Cuando se enfoca la luz, el condensador produce una iluminacion brillante

(campo claro) (Figura 4.1).

Figura 4.1

Microscopio 6ptico de campo claro

Nota. A: ocular. B: objetivos. C: diafragma y condensador. D: fuente

de luz.
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Microscopio de campo oscuro

El microscopio de campo oscuro se utiliza para examinar microorganismos vivos que no son
visibles con el MO comun, que no pueden tefiirse con los métodos estandares o que resultan
tan distorsionados por las tinciones que sus caracteristicas no pueden identificarse.

En el microscopio de campo oscuro, el contraste se obtiene al bloquear la luz directa con un
condensador especial que incluye un disco opaco, permitiendo que solo los rayos de luz
oblicuos incidan sobre la muestra. Como no hay una luz de fondo directa, la muestra aparece
iluminada contra un fondo negro, es decir el campo oscuro. Esto genera una imagen brillante
similar a un cielo estrellado sobre un fondo oscuro, lo que facilita la observaciéon de

microorganismos de dificil visualizacion como leptospiras y treponemas (Figura 4.2).

Figura 4.2

Observacion de Leptospira spp con microscopio de fondo oscuro

Nota. Magnificacion 100 X.

Microscopio de contraste de fase

El microscopio de contraste de fase es especialmente util, ya que permite la observacion
detallada de estructuras internas en los microorganismos vivos. No es necesario fijar ni tefiir la
muestra, procedimientos que podrian distorsionar o destruir a los microorganismos. El principio
de este microscopio se basa en la naturaleza ondulatoria de los rayos de luz y en el hecho de

que los rayos pueden estar en fase (picos y valles coinciden) o fuera de fase.

Microscopio de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia emplea muestras tratadas con sustancias fluorescentes
que absorben luz de una longitud de onda corta (ultravioleta) y emiten luz en una longitud de
onda mayor (visible). Este fendmeno permite resaltar estructuras celulares que posean afinidad

por la molécula fluorescente y asi facilitar su identificacion. Cuando los microorganismos
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tefiidos con un fluorocromo se examinan mediante un microscopio de florescencia con una
fuente de luz ultravioleta o cercana a ella, aparecen como objetos luminiscentes y brillantes
contra fondo oscuro (Figura 4.3).

Figura 4.3

Observacion de Clostridium spp. con microscopio de fluorescencia

Nota. Magnificacion 1000 X.

Como se menciond, el ME se emplea para observar estructuras internas o detalles
superficiales de las células a grandes aumentos.

Figura 4.4

Microscopio electronico de transmision

Nota. A: Microscopio electrénico de transmisién JEOL 1200 EX |l del
Servicio Central de Microscopia Electrénica. Facultad de Ciencias
Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata. B: Pseudomonas
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aeruginosa. Contraste negativo. Magnificacion 25.000 X. C:
Raphidiopsis mediterranea, cianobacteria de agua dulce. Corte
transversal. MT: membranas tilacoides. ci: granulo de cianoficina.

Contraste positivo. Magnificacion 25.000X.

Preparacion de muestras para observacién microscoépica

Con la finalidad de obtener una imagen clara con detalles precisos para ser observadas por
MO, las muestras deben tefiirse de tal modo que contrasten nitidamente con el medio que las
rodea, es decir, con la sustancia en la cual estan suspendidas. Para lograr este contraste es
necesario cambiar el indice de refraccién* de la muestra con respecto al medio. Una estrategia
para poder hacerlo son las técnicas de tincion.

Los pasos previos a las tinciones se muestran en la Figura 4.5 y la Figura 4.6.

Tinciones: uso y fundamento

En la observacién microscopica por tincion, el uso de colorantes permite tefir las células y
mejorar el contraste. Si bien este procedimiento implica la muerte celular debido a los métodos
de fijacion, posibilita la visualizacion de estructuras bacterianas, su disposicion y diferenciacion
segun la composicién quimica. La coloracion final dependera de la afinidad tintorial que tengan
las estructuras constitutivas y accesorias de los microorganismos presentes en la muestra.

Su resultado facilitara la seleccion de medios de cultivo adecuados y la optimizacién de los

procedimientos para el diagndstico microbiolégico.

Con excepcion de algunas tinciones particulares, es fundamental realizar previamente una
serie de pasos.

1. Extendido: se extiende una delgada pelicula de la muestra sobre la superficie del
portaobjetos. Si la muestra es una colonia bacteriana, se coloca previamente una gota
de agua destilada estéril para facilitar su dispersion y extenderla uniformemente.

2. Secado: una vez realizado el extendido, se debe secar a temperatura ambiente o
mediante la aplicacion de calor indirecto utilizando el mechero de Bunsen. Para ello,
se recomienda realizar movimientos en vaivén, asegurando la distribucion uniforme del
calor.

3. Fijacion: este paso tiene como objetivo adherir la muestra al portaobjetos y evitar su

desprendimiento durante la tincion. Existen dos métodos principales de fijacion:

4 El indice de refraccién es una medida de la capacidad de un medio de producir la deflexién de la luz.
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- Fijacion fisica: también conocida como "técnica de Koch", consiste en pasar
el portaobjetos tres veces a través de la llama de un mechero de Bunsen en
un angulo de 45 °. Es importante evitar el sobrecalentamiento para no
distorsionar la morfologia bacteriana.

- Fijacion quimica: implica el uso de agentes quimicos, como metanol al 95 %
0 acetona, los cuales desnaturalizan las proteinas celulares sin alterar
significativamente la estructura bacteriana. Se aplican sobre la muestra y se

deja actuar durante un minuto.

Figura 4.5
Preparacion del material para las tinciones

Nota. De izquierda a derecha: identificacion del portaobjetos; esterilizacion del ansa; toma de

muestra.

Principales tinciones utilizadas en bacteriologia: su uso y fundamento

Las tinciones se clasifican en simples o compuestas, segun el numero de colorantes
empleados:
e Tinciones simples: utilizan solo un colorante para resaltar la morfologia de los
microorganismos.
e Tinciones compuestas: emplean mas de un colorante para diferenciar tipos celulares

o estructuras especificas, un mordiente y un decolorante.

Tinciones simples

Una tincién simple es una solucién acuosa o alcohdlica de un colorante basico unico.

Aunque los diferentes colorantes se unen especificamente a las distintas partes de las células,
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el propdsito principal de una tincidon simple es destacar el microorganismo completo para que
se vean las formas y las estructuras celulares basicas.

Algunas de las tinciones simples mas utilizadas en los laboratorios de bacteriologia son:
azul de metileno y Giemsa.

Figura 4.6

Preparacion de extendidos para su posterior tincion

Nota. A y B: extendido. C: secado. D: fijado por método de Koch.

Azul de metileno

La tincion con azul de metileno es una de las mas sencillas y ampliamente utilizadas en
microbiologia. Este colorante basico tiene una fuerte afinidad por los acidos nucleicos y otras
estructuras celulares con carga negativa, lo que permite resaltar la morfologia de los
microorganismos de manera rapida y eficiente. Se utiliza de rutina y observan bacterias, células

epiteliales y estructuras celulares provenientes de muestras bioldgicas.

— Fundamento: el azul de metileno es un colorante catidnico que se une a los
componentes anidénicos de las células, tiféndolas de un azul intenso.

— Procedimiento: se aplica una solucién hidroalcohdlica de azul de metileno durante un
minuto, se enjuaga con agua y se deja secar.
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— Interpretacion: todas las estructuras celulares y bacterianas presentes en la muestra

se observaran de color azul, lo que permitira un analisis rapido de su morfologia.

Figura 4.7

Tincién de materia fecal de un perro con la tincion azul de metileno
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Nota. Magnificacion 1000 X.

Tinta china

e Fundamento: la observacién con tinta china es una técnica de tincion negativa que
permite visualizar las capsulas bacterianas o fungicas. Debido a que la tinta china no
penetra en la capsula, se observa un halo claro alrededor de la célula tefiida, lo que
permite su identificacién microscopica.

e Procedimiento: centrifugar la muestra a observar para concentrar los
microorganismos presentes en ella. Homogeneizar el sedimento con una gota de tinta
china en un portaobjetos y por ultimo colocar un cubreobjetos. Para una correcta
visualizacion, utilizar los objetivos de 10X o 40X.

e Interpretacion: las capsulas aparecen como halos transparentes rodeando las células.

Giemsa
— Fundamento: la tincion de Giemsa es una técnica ampliamente utilizada en
microbiologia y hematologia para la identificacion de bacterias intracelulares, protozoos
y células sanguineas. Su principio se basa en la combinacién de colorantes basicos
(azul de metileno, azure A y B) y acidos (eosina), permitiendo una diferenciacion clara
entre estructuras celulares y microorganismos. El Azure B se une a los acidos
nucleicos, tifiendo los nucleos celulares de azul o morado, mientras que la eosina Y

resalta el citoplasma de color rosado. En microbiologia, se emplea especialmente para
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la identificacion de Chlamydia y Rickettsia, ya que resalta sus cuerpos de inclusion
intracitoplasmaticos mediante un contraste caracteristico.

— Procedimiento: Una vez tomada la muestra, ya sea una impronta, un frotis o un
extendido, se procede al secado (por aire) y al fijado con alcohol etilico absoluto durante
2 0 3 minutos. Colocar la solucién de Giemsa diluida durante 20 minutos y luego lavar
suavemente, con agua corriente y secar. Dejar secar a temperatura ambiente y
observar en un microscopio 6ptico de campo claro

— Interpretacion: Las células sanguineas se ven de color rosado anaranjado, las

bacterias y nucleos de color azul.

Figura 4.8

Tincién de Giemsa

Nota: Impronta de dermatitis digital canina. Magnificacion
1000 X.

Tinciones compuestas

A diferencia de las tinciones simples, las compuestas o diferenciales reaccionan de modo
diferente con las distintas clases de bacterias y por lo tanto, pueden ser empleadas para
establecer una distincién entre ellas. Las tinciones diferenciales utilizadas con mas frecuencia
para las bacterias son la de Gram y la de Zhiel Neelsen.

Los componentes son el colorante primario, el colorante secundario o de contraste, el

decolorante y el mordiente, que tiene como funcién intensificar la coloracion.
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Tinciéon de Gram

— Fundamento: las bacterias gram positivas poseen una gruesa capa de peptidoglicano,
que atrapa el complejo cristal violeta-lugol (CV-L), confiriéndoles una coloracién violeta
intensa tras la tincidon. Las bacterias gram negativas, debido a la delgada capa de
peptidoglicano y a la membrana externa rica en lipidos, alterados por accion del
decolorante, no retienen la macromolécula CV-L y se tifien con el colorante secundario,
safranina, que les confiere una coloracién rosada.

— Procedimiento: cubrir el extendido con el cristal violeta (colorante primario) durante
un minuto y enjuagar con agua. Cubrir con lugol (mordiente), dejar actuar un minuto y
lavar. Posteriormente se coloca el decolorante (alcohol-acetona), que se enjuaga
rapidamente. Por ultimo, se coloca la safranina (colorante secundario), se deja actuar
un minuto y se lava nuevamente.

— Interpretacion: las bacterias gram positivas se tifien de violeta y las gram negativas

de rosa.

Figura 4.9

Secuencia de pasos de la tincion de Gram

Nota. a: cristal violeta. b: lugol. c: decolorante. d: safranina.
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Figura 4.10.1

Tincién de Gram

Nota. Bacilos de gram negativos. Magnificacion 1000 X

Figura 4.10.2

Tincién de Gram

Nota. Bacilos gran positivos. Magnificacién 1000 X

Tincion de Ziehl Neelsen

Fundamento: la tincion de Ziehl-Neelsen se utiliza para la identificacién de bacterias
acido-alcohol resistentes (BAAR), como Mycobacterium bovis. La resistencia de estas
bacterias a la decoloracién con alcohol-acido se debe a la presencia en su pared
celular, de una capa lipidica rica en acidos micélicos. La fucsina fenicada penetra esta
estructura tras la aplicacion de calor, permitiendo la tincion de las BAAR.
Posteriormente, el alcohol-acido elimina el colorante que no se haya fijado. Las
estructura de contraste se observan de color azul.

Procedimiento: el colorante primario de la tincion es la fucsina fenicada de Ziehl. Se
coloca sobre el extendido y se deja actuar durante 5 minutos. Esta tincion tiene dos
mordientes, el quimico que es el fenol incluido en el colorante primario y el fisico que
es calor. Un hisopo embebido en alcohol se pasa por debajo del portaobjetos hasta

que se emitan vapores blancos. Accion que se realiza tres veces, evitando la ebullicion
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del colorante. Se lava con agua y se coloca el decolorante (alcohol-acido) durante 2
minutos. Luego se enjuaga con agua y se coloca el colorante de contraste (azul de
metileno) durante un minuto. Por ultimo, se enjuaga nuevamente con agua y se deja
secar a temperatura ambiente para su posterior observacion.

e Interpretacion: Los BAAR se observan de color fucsia mientras que el resto de las

estructuras presentes en el extendido, de color azul.

Figura 4.11

Tincion de Ziehl-Neelsen

Nota. Magnificacion 1000 X.

Tinciones especiales

Se incluyen dentro de las tinciones especiales, a aquellas que no se realizan de forma
rutinaria en los laboratorios de bacteriologia veterinaria, como la de Wirtz-Conklin para
observaciéon de esporas bacterianas, Stamp para observacion de Brucella en muestras como

exudados vaginales o material abortado.
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Figura 4.12

Tincién de Wirtz-Conklin para esporos

.
»

Nota. El extendido corresponde a un cultivo de
Clostridium spp. Se observan las esporas
bacterianas tefiidas con el verde de Malaquita y
las formas somaticas con la safranina.
Magnificacion 1000 X

Figura 4.13

Observaciones directas de muestras clinicas con tincion de Gram

Nota. Las flechas negras destacan las bacterias presentes en las muestras. a: diplococos gram
positivos y célula de descamacion en el directo de un hisopado vaginal canino. b: cocobacilos
gram negativos en el directo de un hisopado ético canino. c¢: contenido de absceso, presencia de
piocitos y bacteria gram negativas. d y e: extendidos de materia fecal con presencia de bacilos
gram positivos. f: tinciéon de Gram de mucus vesical de un gato, presencia de polimorfonucleares y

grupos bacterianos. Magnificacion 1000 X.
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Figura 4.14
Cultivos bacterianos puros gram negativos
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Nota. a: Moraxella spp. b: Pseudomonas aeruginosa. c: Escherichia coli. d:

Treponema spp. Magnificacion 1000 X.

Figura 4.15
Cultivos bacterianos puros gram positivos

- M . 2 - - E T - S Py qa- -
et R : -”' bt PN o"}'&
. . : Y
. Is 4 %

Nota. a: Streptococcus spp. b: Staphylococcus spp. c: Trueperella

pyogenes. d: Clostridium spp. Magnificacion 1000 X.

52

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS UNLP



BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

Referencias

Love, B.C. y Jones R.L. (2012). Mycoplasmal and Bacterial Diseases. C.E. Greene (4th)
Infectious diseases of the dog and cat (pp. 277-282). Editorial Elsevier

Madigan, M.T., Martinko, J.M., Dunlap, P.V., Clark, D. P. (2009). Un breve viaje por el mundo
microbiano. En M.T. Madigan, J.M. Martinko, P.V. Dunlap, D.P. Clark (Ed. 12°), Brock.
Biologia de los microorganismos (pp. 28-36). Pearson educacion, S.A.

Tunes, M.L. Observacion microscépica. (2019). N.O. Stanchi y colaboradores (Ed. 2°).
Microbiologia veterinaria (pp. 43-50). Ed. Intermédica.

Toértora, G.J., Junke, B.R., Case, C.C. (2007). Observacion de los microorganismos a través
del microscopio. En G.J. Toértora, B.R. Junke, C.C. Case (Ed. 9°), Introduccién a la

microbiologia (pp 55-72). Editorial Médica-Panamericana.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 53



BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

CAPITULO 5
Cultivo y aislamiento bacteriano

Hernan Dario Nievas y Eliana Andrea Lorenti

Para cultivar microorganismos en el laboratorio es necesario reproducir todas las
condiciones que tienen in vivo. Para ser exitosos en su aislamiento e identificacion, es
necesario brindarles las condiciones ambientales y requerimientos nutricionales especificos

para cada grupo bacteriano.

Medios de cultivo

Los medios de cultivo aportan los nutrientes esenciales para el desarrollo in vitro de
microorganismos. Por ello, conocer su composicion y finalidad es fundamental para garantizar
el éxito del trabajo en el laboratorio. Por ejemplo, si el objetivo es favorecer el desarrollo de
bacterias con requerimientos nutricionales exigentes, la eleccion del medio de cultivo seré
determinante; en este caso, un medio simple, como el agar tripteina soya, no sera suficiente
mientras que un medio enriquecido como el agar sangre, permitira su desarrollo.

La eleccién del medio de cultivo también dependera del origen de la muestra, si proviene de
un area normalmente colonizada, intestino, piel, materia fecal, o de una normalmente estéril
como liquido cefalorraquideo, cerebro, pulmones.

Existen tres componentes basicos o minimos que debe contener un medio de cultivo:
peptona (fuente de carbono), agua destilada (medio acuoso) y cloruro de sodio (balance
osmdtico). A partir de esta base, diferentes sustancias se pueden adicionar y, asi variar, su
finalidad y utilizacion.

Es importante destacar que el desarrollo bacteriano en medio liquido se denomina poblacién
y en medio sélido colonia.

Al interpretar los resultados, es fundamental vincular el desarrollo bacteriano observado con
la signologia clinica del caso. La cuantificacién de las colonias resulta especialmente util, ya
que un desarrollo escaso (pocas colonias) podria indicar una contaminacion en la toma de la
muestra o carecer de relevancia clinica. En contraste, un crecimiento abundante de un mismo
tipo de colonia debe considerarse con atencion, ya que es probable que corresponda al agente

causal de la infeccion.
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Preparacion de los medios de cultivo

La preparacion de los medios de cultivo es sencilla. La mayoria de ellos se comercializan
en forma de polvo deshidratado y su elaboracidon se realiza segun las indicaciones del
fabricante.

A continuacion, se presentan los materiales necesarios y los pasos a seguir para preparar

un medio de cultivo comercial (Fig. 5.1).

Figura 5.1

Preparacion de un medio simple: Agar Tripteina Soya

Nota. a: Elementos necesarios para la preparaciéon de un medio de
cultivo comercial. b: Pesaje. c: Dilucion en agua destilada. d:
Homogeneizacién en un agitador magnético. e: Disolucion del

medio con calor. f: Esterilizacién del medio en autoclave segun las
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indicaciones del producto. g: Distribucién en placas de petri en

flujo laminar. h: Solidificacion del medio de cultivo.

Clasificacion de los medios de cultivo

Los medios de cultivo se clasifican segun su consistencia y segun su finalidad.

La consistencia esta determinada por el porcentaje de agar, un polisacarido derivado de
algas marinas, presente en su composicion. De acuerdo con esta proporcion, los medios
pueden ser liquidos (0 % de agar), semiblandos (0,7 %) o solidos (2-3 %). Cuando se refiere a
medios liquidos se citan como caldo, mientras que los soélidos como agar. En general, los
medios liquidos se usan para obtener masa bacteriana, mientras que los sélidos se usan para

aislamiento.

Clasificaciéon de los medios de cultivo segun su finalidad

La finalidad de un medio de cultivo se relaciona con su propdsito especifico. Segun esta
clasificacion, los medios de cultivo pueden ser de transporte, de enriquecimiento, simples,

enriquecidos, selectivos, diferenciales o selectivos-diferenciales y especiales.

Medios de transporte

En general, los medios de transporte estdn compuestos con agua, sales y un amortiguador
de pH, lo que permite el mantenimiento de las muestras, pero no la multiplicacién de los
microorganismos presentes en ellas ya que no presentan fuentes de energia. Pueden ser
liquidos o semisdlidos; elaborarse en los laboratorios o0 comerciales. Los mas utilizados son los

medios de transporte Stuart y el Cary-Blair.
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Figura 5.2
Medio de transporte Stuart

Nota. a: Medio de transporte Stuart junto a hisopos estériles para

realizar la toma de muestra. B: Medio de transporte Stuart

comercial.

Medios de preenriquecimiento y enriquecimiento

Los medios de preenriquecimiento y enriquecimiento son liquidos y tienen como finalidad
estimular el desarrollo de las posibles bacterias presentes en una muestra. Contienen los
nutrientes basicos para el desarrollo bacteriano, peptona y cloruro de sodio, como el agua
peptonada. Si se incluyen sustancias inhibidoras, el enriquecimiento sera selectivo como el
caldo Rappaport-Vassiliadis utilizado para el aislamiento de Salmonella spp. a partir de
muestras de materia fecal, alimentos, entre otras. Esta selectividad se logra ya que el medio
contiene altas concentraciones de sales de magnesio y sodio, un sistema buffer de fosfatos y

verde de malaquita (colorante).
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Figura 5.3

Medios de pre-enriquecimiento y enriquecimiento

Nota. a: Agua peptonada bufferada. b: Caldo Rappaport-Vassiliadis. En
las imagenes se observa el medio sin sembrar (tubo izquierdo) y el
medio sembrado (tubo derecho), en donde el desarrollo bacteriano esta

indicado por la turbidez.

Medios simples

Los medios simples, liquidos o sdlidos, no solo contienen los componentes basicos, sino
que suman otros que promueven el desarrollo de bacterias nutricionalmente no exigentes.
A modo de ejemplo, los de uso frecuente en los laboratorios de rutina bacteriolégica son: agar
tripteina de soya y agar nutritivo.

El agar tripteina soya (ATS) es el mas utilizado con propdsitos generales favoreciendo el
desarrollo de una amplia variedad de bacterias. Contiene como fuente de nutrientes esenciales,
tripteina y peptona de soya.

Figura 5.4

Agar tripteina soya

Nota. a: Agar tripteina de soya. B: Escherichia coli en ATS luego de 24 horas de incubacion.

c: Proteus spp. en ATS luego de 24 horas de incubacion.
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El agar nutritivo (AN) contiene como fuente de nutrientes esenciales, pluripeptona y extracto

de carne.

Figura 5.5

Agar nutritivo

Nota. a: Agar nutritivo. b: desarrollo de Escherichia coli en AN luego de 24

horas de incubacion.

Medios enriquecidos

Los medios enriquecidos son medios simples suplementados con sustancias que permiten
el desarrollo de bacterias nutricionalmente exigentes. Uno de los mas utilizado es el agar
sangre (AS), es un medio base que se le adiciona 5 - 10 % de sangre ovina desfibrinada a 45
°C. Permite observar la produccion de hemolisis (lisis de los eritrocitos) por parte de las
bacterias, convirtiéndose en un medio diferencial.

A diferencia del AS, en el agar chocolate la sangre desfibrinada se adiciona cuando el medio
base, esterilizado con el autoclave, se encuentra a 80 °C. Lo que ocasiona la lisis de los
glébulos rojos, dejando disponibles en el medio factores de crecimiento como NAD (factor V) y
hemina (factor X).

El medio cerebro-corazén, caldo o agar, es altamente nutritivo y permite el desarrollo de
microorganismos nutricionalmente exigentes, aerdbicos y anaerdbicos. Ademas de la peptona,
contiene infusion de cerebro de ternera e infusién de corazén vacuno, constituyendo las fuentes
de energia para el desarrollo de las bacterias. El agar cerebro-corazén suele utilizarse como

medio base para AS o agar chocolate.
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Figura 5.6

Agar sangre

Nota. a: Agar sangre. b: Pasteurella multocida en AS luego de 48 horas de

incubacion. c: Staphylococcus aureus en AS luego de 24 horas de
incubacion. d: Streptococcus canis en AS luego de 48 horas de incubacioén;
alrededor de las colonias se observan zonas de (3-hemodlisis (lisis completa de

los eritrocitos).
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Figura 5.7

Otros medios enriquecidos

Nota. a: Agar chocolate. b: Pasteurella multocida en agar chocolate luego de 48

horas de incubacién. c-d: Caldo cerebro-corazén, medio sin sembrar (tubo

izquierdo) y medio sembrado (tubo derecho) en el cual se observa turbidez.

Medios selectivos

Los medios selectivos favorecen el desarrollo de un grupo bacteriano e inhiben el de otros
por la incorporacion de sustancias inhibidoras como sales, antimicrobianos y colorantes entre
otros.

El medio agar cetrimide es selectivo para el aislamiento del género Pseudomonas spp., la
selectividad la otorga el detergente cationico cetrimide, que inhibe el desarrollo de las bacterias

acompanfantes.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS UNLP 61



BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

Figura 5.8

Medio selectivo: Agar cetrimide

Nota. a: Agar cetrimide. b: Pseudomonas aeruginosa en agar cetrimide luego de 24 horas

de incubacion. c: Pseudomonas aeruginosa bajo luz ultravioleta, donde se observa la

fluorescencia caracteristica de esta especie bacteriana.

Medios diferenciales

Se define como medio de cultivo diferencial, aquel que permite diferenciar las bacterias que
crecen en funcion a la utilizacion, o no, de algun sustrato que tenga adicionado. En general,
también tienen un indicador de pH o reactivo que facilita la visualizacion.

En bacteriologia clinica, el medio diferencial mas utilizado es el CLDE (cisteina libre de
electrolitos). Es util para el aislamiento de la mayoria de las bacterias patégenas urinarias. La
deficiencia de electrolitos impide el swarming de especies invasoras como Proteus spp. La
diferenciacion se basa en la utilizacion de lactosa por parte de las diferentes especies, y azul

de bromotimol como indicador de pH (Figura 5.9).

Medios selectivos/diferenciales

Son medios que tienen adicionados componentes que permiten inhibir bacterias
acompafantes y diferenciar las que crecieron en funciéon de alguna propiedad bioquimica
(Figura 5.10).

Agar Mac Conkey

Se utiliza para el aislamiento de enterobacterias. Dentro de sus componentes, las sales
biliares y el cristal violeta son las sustancias inhibidoras. La lactosa, es el hidrato de carbono
fermentable que permite diferenciar las bacterias en base a su utilizacién y el rojo neutro el
indicador de pH. Las colonias de color fucsia indican que las bacterias fermentaron la lactosa.

En los casos representados en las imagenes, Escherichia coli es lactosa positiva produciendo
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colonias fucsias, mientras que Salmonella es lactosa negativa, por lo que sus colonias son

incoloras.

Figura 5.9
Medio diferencial: CLDE

Nota. a: Medio CLDE. b: Staphylococcus aureus en
CLDE luego de 24 horas de incubacion. c: Klebsiella
pneumoniae en CLDE luego de 24 horas de incubacion.
d: Escherichia coli en CLDE luego de 24 horas de
incubacion.

Figura 5.10

Medio selectivo y diferencial: Agar Mac Conkey

Nota. a: Agar Mac Conkey. b: Escherichia coli en agar Mac Conkey luego de 24 horas de incubacion. c:

Salmonella spp. en agar Mac Conkey luego de 24 horas de incubacion.
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Agar Eosina Azul de Metileno

Permite el desarrollo de enterobacterias. Los colorantes eosina y azul de metileno son las
sustancias inhibidoras, mientras que la lactosa y sacarosa son los sustratos que le otorgan la
caracteristica diferencial. Las colonias de los grupos bacterianos que utilizan lactosa y sacarosa
presentan un brillo verde metalizado caracteristico, debido a la precipitacion de los colorantes

en pH acido. Las bacterias que no los utilizan forman colonias rosas.

Figura 5.11

Medio selectivo y diferencial: Agar eosina azul de metileno (EMB)

Nota. a: Agar EMB. b: Escherichia coli en EMB luego de 24 horas de incubacion; c:

Salmonella spp en EMB luego de 24 horas de incubacion.

Agar Hektoen Entérico

El medio AHE, debido a la mayor concentracion de sales biliares, es altamente selectivo
para el aislamiento de Salmonella spp. y Shigella spp. La lactosa, sacarosa y salicina son los
hidratos de carbono fermentables. El azul de bromotimol y la fucsina acida son los indicadores
de la fermentacién de hidratos de carbono, mientras que el citrato de hierro actia como
indicador de la formacion de SH: a partir del tiosulfato debido a que se forma sulfuro de hierro,

compuesto de color negro.
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Figura 5.12

Medio selectivo y diferencial: Agar Hektoen entérico

Nota. a: Agar Hektoen entérico (AHE). b: Desarrollo de diferentes géneros

de enterobacterias. Las colonias verde-botella con centro negro y periferia

verde, corresponden a Salmonella spp. luego de 24 horas de incubacion;

Agar Manitol Salado

EL AMS se desarrollé para el aislamiento de Staphylococcus. La elevada concentracion de
cloruro de sodio se utiliza como agente selectivo, mientras que el manitol (hidrato de carbono)
y el rojo de fenol (indicador de pH) son los componentes diferenciales del medio. La utilizacién
del manitol se manifiesta por la acidificacion del medio, el rojo de fenol vira al color amarillo
(Figura 5.13b); en caso de no utilizar el manitol en su ruta metabdlica pero si, las peptonas, las

colonias se observaran de color fucsia (Figura 5.13c).

Figura 5.13

Medio selectivo y diferencial: Agar manitol salado

Nota. a: Agar manitol salado (AMS). b: Staphylococcus aureus en AMS luego de 24 horas de

incubacion. c: Staphylococcus saprophyticus en AMS luego de 24 horas de incubacion.
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Medios de cultivo cromogénicos

Los medios de cultivo cromogénicos, tienen incorporado dentro de sus componentes un
sustrato cromogénico comercialmente sintetizado (o cromdgeno) que permite la deteccion de
diversas enzimas hidrolasas, como glicosidasas, peptidasas, fosfatasas y esterasas. Este
grupo de enzimas incluye varios productos génicos especificos para cierto género (o en algunos
casos especie) de bacterias y su deteccion a menudo puede ser una ayuda invaluable para la
diferenciacion e identificacion. Los principales beneficios de los medios cromogénicos sobre los
convencionales son su sensibilidad y especificidad mejoradas. Pueden incluir mas de un
cromogeno. Por ejemplo, un medio que contiene 5-bromo-4-cloro-3-indoxil B-D-glucopiranosida
(X-Gluc) y 6-cloro-3-indoxil B-D-galactopiranosida (red-Gal), es util para la diferenciaciéon de

potenciales patdgenos del tracto urinario, que permiten diferencias especies bacterianas.

Figura 5.14

Medio cromogénico CHROMagar Orientation

Nota. Las bacterias (-galactosidasa +, escinden el sustrato red-Gal para producir colonias
rosas/rojas (por ejemplo E. coli), mientras que la expresién de B-glucosidasa resulta en una
escision del X-Gluc para formar colonias verdes (por ejemplo, Enterococcus spp.). La
expresion de ambas enzimas resulta en colonias de un azul-violeta oscuro y es indicativo de
Klebsiella, Enterobacter o Serratia spp. (grupo KES). Estafilococos y estreptococos no

producen ninguna de esas enzimas y crecen como colonias blancas o incoloras.
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Figura 5.15
Medio cromogénico CHROMagar VRE

Nota. a: Enterococcus faecalis en CHROMagar VRE. b: Enterococcus
gallinarum en CHROMagar VRE.

Condiciones de incubacion

El desarrollo bacteriano en un medio de cultivo no solo depende de los nutrientes
disponibles, sino también de factores ambientales, como el tiempo de incubacion, la
temperatura y la disponibilidad de oxigeno. Estas variables, agrupadas como condiciones de

incubacion, se establecen segun los grupos bacterianos que se cultivan.

Tiempo de incubaciéon

El tiempo de incubacion® esta relacionado con la duplicacion o generacién bacteriana®.
Debido a esta condicion, las bacterias se agrupan en dos: de crecimiento rapido, lo hacen en
menos de 7 dias, y de crecimiento lento, mas de 7 dias.

Como concepto general, el tiempo de incubacion de las bacterias de crecimiento rapido que
no son nutricionalmente exigentes, enterobacterias, estafilococos, Pseudomonas spp., es
de 24 horas mientras que, para las que son nutricionalmente exigentes, estreptococos,

familia Pasteurellaceae, es de 48 horas.

5 Se define tiempo de incubacién, como el tiempo necesario para observar desarrollo bacteriano, colonias (medio sélido)
o poblacion (medio liquido).
6 Es el tiempo que transcurre entre que una bacteria se divide para formar dos bacterias hijas. Puede variar de 20

minutos, en Escherichia coli, a 24 horas como en el caso de los géneros Leptospira y Mycobacterium.
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Temperatura - Estufas de cultivo

La temperatura afecta a los organismos de dos formas opuestas. Cuando la temperatura
sube, la velocidad de las reacciones enzimaticas aumenta y el crecimiento se acelera. Sin
embargo, por encima de una temperatura determinada, las proteinas y otros componentes
celulares pueden desnaturalizarse o danarse irreversiblemente.

Para cada microorganismo existe una temperatura minima por debajo de la cual no es
posible el crecimiento, una temperatura 6ptima en la cual el crecimiento es mas rapido, y una
temperatura maxima por encima de la cual tampoco es posible el crecimiento.

En general, los principales patégenos son meséfilos y su temperatura éptima de crecimiento
es de 37 °C (£ 2 °C).

En los laboratorios de microbiologia, se utilizan las estufas de cultivo.

Figura 5.16

Estufa de cultivo

a i— 1
‘

=

Nota. a-b: Estufa de incubacion para microorganismos aerobios, anaerobios facultativos y

mesofilos.

Condicion atmosférica

Para muchos microorganismos, el oxigeno (O2) es un nutriente esencial; sin él no pueden
llevarse a cabo el metabolismo ni el crecimiento. Otros organismos, por el contrario, no pueden
crecer, e incluso pueden morir, en su presencia.

Segun su relacién con el Oz, las bacterias se agrupan en cinco:

— Aerobias estrictas, aerobias/anaerobias facultativas: no se requiere generar

atmosferas (Figura 5.16).
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— Microaerdfilas: la tension de Oz atmosférico debe ser menor. Requieren generacion
de atmosfera.
— Anaerobias estrictas y aerotolerantes: el Oz es letal. Requieren generacion de
atmosfera.
Para la generacion de atmoésferas microaerdfila o anaerobia se utilizan métodos fisicos
como las jarras de intercambio de gases (Figura 5.17) o combinados como los que se observan
en la Figura 5.18. En este ultimo, la atmdsfera requerida se genera por activacion de diversas

sustancias contenidas en los sobres.

Figura 5.17
Estufas de cultivo con sistema de intercambio de gases para generaciéon de diferentes

atmosferas

Nota: a: Estufa de intercambio de gases. b: Interior de la estufa de intercambio de gases. c: Jarra

en cuyo interior se colocan las placas de petri.

El éxito del aislamiento bacteriano depende en gran medida de brindarles a las bacterias las
condiciones que requieren tanto nutricionales como ambientales, de lo contrario, se podrian
obtener falsos resultados. Para lo cual, la comunicacion entre el veterinario clinico y el
bacteridlogo es fundamental, ya que permite comenzar la marcha bacterioldgica a partir de un

diagndstico presuntivo acertado o, al menos, lo mas cercano a la realidad.
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Figura 5.18

Sistemas de generacién de atmoésferas anaerobicas o microaerdfilas

Nota. En los sobres ocurre una reaccion quimica que
genera Hz + COz. El Hz reacciona con Oz en la jarra para
formar H202 sobre la superficie de un catalizador de paladio;

la atmosfera final contiene N2, Hz2 y COa.

Aislamiento bacteriano

Desde el punto de vista de la clinica, es primordial la obtencién de cultivos bacterianos
puros, que permitan su posterior identificacion y determinacion del comportamiento frente a
antimicrobianos con el fin de implementar una estrategia terapéutica conveniente.

El concepto de aislamiento bacteriano refiere al proceso que debe seguirse para la
obtencién de colonias “aisladas”, etapa requerida para lograr cultivos puros. La Figura 5.18
esquematiza los pasos de la técnica de aislamiento denominada por “agotamiento” o
diseminacién en una placa. Se coloca una ansada de la muestra clinica (materia fecal, orina,
colecta de liquidos bioldgicos) en un extremo; en caso de que la muestra se transporte en un
hisopo, hay que frotarlo sobre la superficie del agar, posteriormente, se gira en sentido contrario
a las agujas del reloj, se arrastra material de la estria anterior, se disemina nuevamente y asi
sucesivamente hasta la cuarta estria; entre la primera y segunda estria, y la siguiente en caso
de que la muestra esté cargada con mucho material, el ansa se esteriliza con fuego directo.

Si se utilizé ansa calibrada, capacidad 10 ul, se presume que la cantidad aproximada de
bacterias en la muestra inicial, de acuerdo al nUmero de colonias en las 4 estrias, sera 103, 104,

10% y 108 respectivamente.
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Figura 5.19

Esquematizacion de la técnica de siembra por agotamiento

Created in BioRender.com bio

Nota. En la secuencia de imagenes se observan las cuatro estrias que se realizan con la

finalidad de obtener colonias aisladas.
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CAPITULO 6
Caracterizacion bioquimica y fisioloégica de las
bacterias

Eliana Andrea Lorenti y Hernan Dario Nievas

Una vez obtenidos los aislamientos bacterianos, es necesario realizar su caracterizacién
fenotipica, a partir de un cultivo puro, con el fin de identificar taxonédmicamente al agente en
estudio. Se considera cultivo puro aquel que contiene un Unico microorganismo, derivado de
una unica célula, lo que da lugar a clones idénticos.

Para la identificacion taxonémica, se emplean diferentes medios y sustratos que permiten
evidenciar caracteristicas metabdlicas y bioquimicas de las bacterias. En general, para la
identificacion de grupos bacterianos con caracteristicas morfoldgicas y tintoriales semejantes,
se utiliza una bateria de pruebas bioquimicas y fisiolégicas determinada.

Dentro de las pruebas bioquimicas y fisiolégicas se encuentran aquellas cuya lectura e
interpretacion se realizan en el momento y se agrupan como pruebas de lectura rapida y las
que requieren de un tiempo de incubacion para poder hacerlo, pruebas de lectura lenta. Las
primeras, como son oxidasa y catalasa, proporcionan resultados de forma inmediata. En
contraste, las pruebas lentas, como la fermentacién de hidratos de carbono, la utilizacion de
citrato de sodio y la produccion de acido sulfhidrico, requieren al menos 24 horas de incubacion
antes de su lectura e interpretacion.

En este capitulo, se describen algunas de las pruebas bioquimicas vy fisiolégicas mas
utilizadas en el laboratorio de diagnéstico bacterioldgico. Si bien no son las Unicas disponibles,
forman parte del analisis rutinario y contribuyen a la identificacion del agente bacteriano. En la
mayoria de los casos permiten determinar la especie bacteriana, cuando esto no ocurre, es
necesario recurrir a otro tipo de métodos como son las pruebas genotipicas o fenotipica
espectrofotometria de masa (MALDI-TOF), que permiten separar e identificar macromoléculas
segun su masa molecular. Debido a la accesibilidad y costos que estos métodos conllevan, las
pruebas bioquimicas vy fisiolégicas contindan siendo una herramienta de uso rutinario en los

laboratorios de microbiologia.
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Pruebas bioquimicas y fisiolégicas de lectura rapida

Prueba de la oxidasa

La prueba de la oxidasa permite determinar la presencia de las enzimas oxidasas que

intervienen en la cadena de transporte de electrones de las bacterias.

Técnica
Para la realizacion de la prueba se requiere un reactivo que sera el sustrato de las enzimas
oxidasas.
— Método indirecto con el reactivo de Kovacs sobre papel.
o Colocar un papel de filtro de aproximadamente 6 cm2en una placa de petri.
o Agregar entre 2 y 3 gotas del reactivo de Kovacs (diclorhidrato de tetrametil-
p-fenilendiamina al 1 %) en el centro del papel.
o Extender la colonia sospechosa en el papel impregnado con el reactivo,
siguiendo una linea de 3 a 6 cm de longitud.

o Lareaccion de color se produce de los 5 a 10 segundo.

Resultados — Interpretacion
— Prueba positiva: la colonia extendida sobre el papel toma color azul. La reaccion
positiva dentro de los 10 a 60 segundos se considera un resultado retardado.

— Prueba negativa: la colonia extendida sobre el papel no cambia de color.

Figura 6.1

Prueba de oxidasa

Nota. a: Prueba positiva. b: Prueba negativa.
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Prueba de la catalasa

Esta prueba se utiliza para determinar la presencia de la enzima catalasa, la cual actua en

la desintegracion de productos toxicos del metabolismo bacteriano que se producen como

consecuencia del metabolismo del O2.

Técnica

Para la realizacion de la prueba de la catalasa de rutina, a temperatura ambiente, utilizando

el método del portaobjetos, se recomienda,

Con ansa en aguja tomar el centro de una colonia bacteriana de 18 a 24 horas y
colocarla sobre un portaobjetos de vidrio limpio. Si el cultivo proviene de un medio
con sangre, tener la precaucion de no tocarlo ya que se podra obtener falso
resultado positivo.
Agregar una gota de H202 al 30 % sobre las bacterias, utilizando un gotero o pipeta.
o Noinvertir el orden del método porque pueden producirse falsos resultados
positivos.
o No mezclar con el ansa de inoculacion ya que no es necesario.
Observar la inmediata formacion de burbujas (liberacion de gas) y registrar el
resultado.

Descartar el portaobjetos dentro de un recipiente con desinfectante.

Resultados — Interpretacion

— Prueba positiva: formacion inmediata de burbujas visibles (liberacion de O3).

— Prueba negativa: no hay formacion de burbujas (no se libera O2).

Figura 6.2

Prueba de la catalasa

Positivo

Negativo

Nota. Prueba positiva. Prueba negativa.
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Pruebas bioquimicas y fisiolégicas de lectura lenta

Fermentacion de hidratos de carbono

Se utiliza para determinar la capacidad de un microorganismo de fermentar (degradar) un
hidrato de carbono especifico incorporado a un medio base, produciendo &cido o acido con gas

visible.

Técnica

— Medio base caldo rojo de fenol con el agregado del hidrato de carbono a probar en
concentracion del 1 %: glucosa, lactosa, sacarosa, manitol, dulcitol, xilosa, arabinosa,
entre otros. El rojo de fenol es un indicador que en pH neutro es naranja, pH acido (6.8)
vira el amarillo y en pH alcalino (8,2) al fucsia.

— Inoculacion: es posible inocular una bateria de hidratos de carbono con un inéculo
espeso de un cultivo puro de 18 a 24 horas de crecimiento.

— Incubacioén: las condiciones son a 35 °C (+ 2), durante 18 a 24 horas, aunque puede
ser necesaria una incubaciéon mas prolongada de hasta 30 dias para considerar un
resultado negativo, esto dependera de la bacteria en estudio, en condiciéon de

aerobiosis.

Resultados — Interpretacion
— Prueba positiva: el medio se observa de color amarillo debido al descenso de pH.
— Prueba negativa: el medio se observa fucsia (aumento de pH x utilizacién de la

peptona).
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Figura 6.3

Fermentacion de hidratos de carbono

Nota. De izquierda a derecha. Tubo 1: prueba

-; Tubo 2: prueba +.

Produccion de ureasa

Esta prueba se utiliza para determinar la presencia de la enzima ureasa que desdobla la

urea, formando dos moléculas de amoniaco.

Técnica

— Medio agar urea de Christensen (pH 6,8) con indicador de pH rojo de fenol, en
posicion oblicua.

— Inoculacién: realizar la siembra de un cultivo puro de 18 a 24 horas de crecimiento,
en cola de pescado, en el pico de flauta, no se hace puncién de la capa profunda
ya que sirve para control del color.

— Incubacioén: las condiciones son a 35 °C (£ 2), durante 6 a 24 horas, y todos los dias

siguientes durante 6 dias, en aerobiosis.

Resultados - Interpretacion
— Prueba positiva: color rojo rosado intenso en el pico de flauta, aunque puede penetrar
en el agar.

— Prueba negativa: no se produce cambio de color.
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Figura 6.4

Agar Urea de Christensen

Nota. De izquierda a derecha. Tubo 1: urea
agar base sin sembrar. Tubo 2: Klebsiella
pneumoniae ureasa +. Tubo 3: E. coli ureasa

Utilizacion del citrato

Esta prueba se realiza para determinar si un microorganismo es capaz de utilizar al citrato

de sodio como unica fuente de carbono.

Técnica

— Medio agar citrato de Simmons, que contiene citrato de sodio y sales de amonio.
Una bacteria que es capaz de utilizar el citrato de sodio como unica fuente de
carbono, utiliza las sales de amonio como unica fuente de nitrégeno. El medio se
deja solidificar en posicién oblicua. Tiene como con indicador al azul de bromotimol,
verde a pH neutro, en pH acido (6) vira al amarillo y en pH alcalino (7,6) al azul.

— Inoculacion: realizar la siembra de un cultivo puro de 18 a 24 horas de crecimiento,
en cola de pescado, en el pico de flauta.

— Incubacioén: las condiciones son a 35 °C (+ 2), durante 24 a 48 horas; pudiendo

requerir incubacién prolongada (hasta 4 dias), en aerobiosis.

Resultados - Interpretacion
— Prueba positiva: crecimiento con color azul intenso en el pico de flauta.

— Prueba negativa: no se observan crecimiento ni cambio de color.
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Figura 6.5
Agar Citrato de Simmons

Nota. De izquierda a derecha. Tubo 1: agar

citrato de Simmons sin sembrar. Tubo 2:
Klebsiella pneumoniae citrato +. Tubo 3:

Escherichia coli citrato -.

Produccion de decarboxilasas (lisina-ornitina-arginina)

Estas pruebas se utilizan para determinar la capacidad enzimatica de las bacterias para

decarboxilar un aminoacido.

Técnica

— Medio base de decarboxilasa de Moeller (pH 6) con el agregado del aminoacido a
probar, L (+)-lisina, L (+)-ornitina, L (+)-arginina en concentracién del 1 %. El medio
contiene purpura de bromocresol como indicador que en pH 6,2 es purpura-violaceo y
en pH acido (5,2) vira al amairillo.

— Inoculacién: con un cultivo puro de 18 a 24 horas de crecimiento, se siembra con
indculo liviano un tubo testigo sin aminoacido y el tubo con el aminoacido. Se cubren
ambos tubos con 2 o 3 ml de parafina o vaselina estéril. En estas condiciones el
oxigeno del medio es consumido por la bacteria y esto controla el pH.

— Incubacioén: las condiciones son a 35 °C (+ 2), de 24 horas a 4 dias con observaciones

diarias.
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Resultados — Interpretacion
— Prueba positiva: purpura turbio a un purpura amarillento (producido por la cadaverina).

— Prueba negativa: amarillo claro y brillante. Ocurre por la fermentacion de la glucosa.

Figura 6.6

Medio Méeller base para descarboxilasas

Nota. De izquierda a derecha. Tubo
1 testigo. Tubo 2 Escherichia coli

lisina +.

Prueba del rojo de metilo y del Voges Proskauer

Estas dos pruebas tienen como finalidad determinar la via metabdlica que utilizan las
bacterias para fermentar la glucosa. Con la de rojo de metilo (RM), se determina la capacidad
de una bacteria de producir y mantener estables los productos terminales acidos de la
fermentacion de la glucosa y vencer la capacidad amortiguadora del sistema. Con la de Voges-
Proskauer (VP), se determina la capacidad de algunas bacterias de producir un producto final
neutro, el acetilmetilcarbinol (acetoina).

La glucosa es metabolizada en acido pirtvico, intermediario clave de la glucdlisis. A partir
del acido piruvico una bacteria puede seguir varias vias. La prueba de RM se basa en el empleo
de unindicador de pH, rojo de metilo, para determinar la concentracion de iones hidrogeno (pH)
presente cuando una bacteria fermenta la glucosa. La concentracion de hidrogeniones depende
de la relacion gaseosa (COz2 y Hz), que, a su vez, es un indice de los diferentes ciclos del
metabolismo de la glucosa. Las diferentes formas de fermentacién se deben a variaciones en

las enzimas vinculadas con el metabolismo del acido pirtvico. Las bacterias RM positivas
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producen alto volumen de acidos: lactico, succinico, acético y férmico; la descomposicion del

acido férmico es la llave para la produccion de hidrégeno y anhidrido carbénico.

La prueba de VP se basa en la deteccion del acetilmetilcarbinol (acetoina), un producto final

neutro derivado del metabolismo de la glucosa. La produccién de acetoina es uno de los ciclos

de degradacion.

Técnica

Medio Caldo RM/VP o Clarks y Lubs (pH 6,9).

Inoculacién: con un cultivo puro de 18 a 24 horas de crecimiento, se siembra con
in6culo denso.

Incubacién: las condiciones son a 35 °C (+ 2), de 2 a 5 dias, en aerobiosis.

RM se revela con el indicador de pH rojo de metilo agregando una alicuota al tubo con
el crecimiento bacteriano.

VP se revela con el reactivo de Barrit que tiene 2 soluciones: la A es el a-naftol al 5 %
que actua intensificando el color; la solucién B es una base fuerte como HOK al 40 %.
Al tubo de caldo RM/VP con el cultivo bacteriano destinado para esta determinacion,
se colocan 0,6 ml de la solucion Ay 0,2 ml de la soluciéon B. Se agita el tubo suavemente
para exponer el medio al oxigeno atmosférico a fin de oxidar la acetoina y obtener una

reaccion de color. Se deja reposar durante 10 o 15 minutos.

Resultados — Interpretacion

RM

VP

Prueba positiva: el cultivo es lo suficientemente acido como para permitir que el
indicador de pH mantenga un definido color rojo (pH 4,4) en la superficie del medio.

Prueba negativa: el indicador de pH vira al amarillo (pH 6) en la superficie del medio.

Prueba positiva: color rojo rosado en la superficie del medio (presencia de acetoina).
Prueba negativa: color amarillo en la superficie del medio (el mismo color del reactivo).

Puede formarse un color cobrizo, pero aun asi la reaccién es negativa.
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Figura 6.7
Rojo de Metilo y Voges-Proskauer (MR-VP medio)

Nota. a: Rojo de metilo: tubo izquierdo prueba -, tubo derecho prueba +. b: VP: tubo izquierdo

prueba -, tubo derecho prueba +.

Medios de cultivo combinados

Los medios combinados tienen la ventaja de poder realizar con ellos varias determinaciones
bioquimicas. Los que se trataran en este capitulo se seleccionaron debido a lo cotidiano de su

utilizacion.

Agar hierro de Kliger (AHK) o Agar hierro triple azucar (TSl)

El AHK y el TSI son medios diferenciales en tubo que sirven a un doble fin, determinar la
fermentacion de hidratos de carbono y determinar la produccion de acido sulfhidrico.
— Determinacion de las fermentaciones de los hidratos de carbono,
o AHK: glucosa al 0,1 % y lactosa al 1 %. Indicador de pH rojo de fenol.
o TSI: glucosa al 0,1 %, lactosa al 1 % y sacarosa al 1 %. Mismo indicador.
— Determinacion de la produccion de acido sulfhidrico.
o Ambos medios tienen los mismos sustratos: citrato férrico de amonio y
tiosulfato de sodio.
— Medio AHK o TSI. En pico de flauta con fondo profundo.
— Inoculacién: con ansa en aguja, se toma del centro de una colonia Unica y se
siembra el medio por puncién central en el fondo y en cola de pescado en el pico

de flauta.
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Incubacioén: las condiciones son a 35 °C (% 2), de 18 a 24 horas, ni antes ni después,

en aerobiosis.

Resultados — Interpretacion

Utilizacion de los hidratos de carbono

Se han observado tres formas basicas de fermentacion: fermentacion solo de la

glucosa, fermentacion de la glucosa y de la lactosa y no fermentacion de glucosa ni

lactosa.

(o]

Fermentacion de la glucosa: pico de flauta alcalino (fucsia) y fondo del tubo
acida (amarillo). Estas bacterias solo fermentan la glucosa, pero no la
lactosa (Figura 6.3 tubo 2). El pico de flauta es alcalino, lo que indica que
luego de la degradacién aerdbica de la glucosa, las bacterias utilizaron las
peptonas, cuyo catabolismo liberé amoniaco y el pH se alcalinizé.
Fermentacion de la lactosa y la glucosa: pico de flauta y fondo acidos (todo
el tubo amarillo). Se produjo la fermentacion de la lactosa y de la glucosa
con produccién de gas (Figura 6.3 tubo 5).

No fermentacioén de la lactosa ni de la glucosa: hay bacterias que no pueden
fermentar la lactosa y la glucosa. Al ser incapaces de obtener nutrientes a
partir de los hidratos de carbono, lo pueden hacer de forma aerébica o
anaerdébica a partir de las peptonas. Un pico de flauta y un fondo alcalinos
degrada la peptona bajo ambas condiciones. Pico de flauta alcalino y fondo
sin cambio, es una bacteria que solo puede catabolizar la peptona en

condiciéon aerdbica.

Produccion de acido sulfhidrico (SH2)

Alguna bacterias liberan SH2 por accién enzimatica sobre aminoacidos azufrados

produciendo una reaccion visible de color negro. La reaccién se produce en dos

etapas: en la 1° la bacteria reacciona con el tiosulfato de sodio por medio de una

reaccion de reduccion en medio acido liberando gas SH2. En la 2°, el SH2 se

combina con iones férricos formando sulfuro ferroso (precipitado negro).

(0]

(0]

Prueba positiva: precipitado negro en el fondo del tubo.

Prueba negativa: no se observa el precipitado negro.
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Medio TSI (por su sigla en inglés Triple Sugar Iron Agar)

Nota. a (de izquierda a derecha): tubo 1: TSI sin sembrar. Tubo 2:

Shigella spp. solo fermenté la glucosa. Tubo 3: Salmonella spp.
fermento la glucosa y produjo SH2. Tubo 4: Citrobacter freundii
fermentd la lactosa y la glucosa y produjo SHz. Tubo 5: E. coli
fermentd la lactosa y la glucosa con formacion de gas. b:

Pseudomonas aeruginosa, no fermento la glucosa ni la lactosa.

Medio SIM

SIM es la sigla del medio semisdlido utilizado en bacteriologia para determinar dos

propiedades bioquimicas, produccion de acido sulfhidrico y de indol y la movilidad.

Determinacion de la produccién de acido sulfhidrico.

El medio tiene los mismos sustratos que el TSI: citrato férrico de amonio y tiosulfato
de sodio.

Determinacion de la produccién de indol.

El indol es uno de los tres metabolitos inddlicos que algunas bacterias pueden
formar a partir de la oxidacioén del tript6fano mediante un complejo de enzimas
denominadas triptofanasa. El medio SIM, dentro de sus componentes, tiene tripteina
y peptona como fuente de nutrientes. El triptéfano es un aminoacido constituyente
de muchas peptonas y particularmente de la tripteina.

Movilidad.

El agar, agente solidificante, esta adicionado a una concentracion baja, 0,35 %,
otorgandole al medio la particularidad de ser semiblando, lo que permite que las

bacterias flageladas puedan moverse.
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Inoculacién: del centro de una colonia Unica de un cultivo fresco de 18 - 24 horas
de incubacion, por puncion profunda utilizando ansa aguja, inocular el centro del
tubo. La puncion debe abarcar 2 tercios de profundidad del medio.

Incubacioén: las condiciones son a 35 °C (+ 2), de 18 a 24 horas en aerobiosis.

Resultados — Interpretacion

Produccion de acido sulfhidrico (SHz).
Algunas bacterias liberan SHz por accidon enzimatica sobre aminoacidos azufrados
produciendo una reaccion visible de color negro. La reaccién se produce en dos
etapas: en la 1°, la bacteria reacciona con el tiosulfato de sodio por medio de una
reaccion de reduccion en medio acido liberando gas SH2. En la 2°, el SH2 se
combina con iones férricos formando sulfuro ferroso (precipitado negro).

o Prueba positiva: precipitado negro en el fondo del tubo.

o Prueba negativa: no se observa el precipitado negro.
Produccion de indol.
La produccién de indol se revela con la adicion de 3 a 5 gotas del reactivo de Ehrlich
o de Kovac’'s. Ambos contienen p-dimetilamino-benzaldehido, una fase alcohdlica
(es la diferencia entre ambos) y HCI concentrado. Cuando hay indol, este se
combina con el aldehido que se encuentra en ambos reactivos, para dar color fucsia
en la capa de alcohol. Esta reaccion se produce por un proceso de condensacion
formado por el desdoblamiento acido de la proteina.

o Prueba positiva: el reactivo se adquiere color fucsia-rojo.

o Prueba negativa: el reactivo mantiene su color amarillo claro.
Movilidad

o Prueba positiva: presencia de turbidez o crecimiento mas alla de la linea de

siembra.

o Prueba negativa: crecimiento solamente en la linea de siembra.
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Nota. De izquierda a derecha. Tubo 1: medio SIM sin
sembrar. Tubo 2: E. coli indol y movilidad +. Tubo 3:
Klebsiella pneumoniae indol y movilidad -. Tubo 4:

Salmonella spp. produccion de SHz + e indol -.

Lisina Hierro Agar

Lisina hierro agar (LIA) es un medio de cultivo diferencial en tubo desarrollado para

diferenciar bacterias capaces de decarboxilar, o desaminar, la lisina y producir acido sulfhidrico.

En el medio de cultivo, la peptona y el extracto de levadura aportan los nutrientes para el

desarrollo bacteriano.

Determinacion de la descarboxilacion, o desaminacion, de la lisina.

El medio de cultivo contiene glucosa, como hidrato de carbono fermentable y la lisina
que es el sustrato utilizado para detectar la presencia de las enzimas decarboxilasa
o desaminasa. El purpura de bromocresol, es el indicador de pH (color amarillo a
pH igual o menor a 5,2 y parpura a pH igual o mayor a 6,8).

Determinacién de la produccién de acido sulfhidrico.

El citrato de hierro y amonio y el tiosulfato de sodio son los sustratos incorporados
en el medio para determinar la produccion de acido sulfhidrico.

Inoculacién: a partir de un cultivo puro del microorganismo en estudio y mediante el
uso de ansa en aguja, inocular picando hasta el fondo y en espina de pescado sobre
el pico de flauta.

Incubacioén: las condiciones son a 35 °C (+ 2), de 18 a 24 horas en aerobiosis.
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Resultados — Interpretacion
— Determinacion de la descarboxilacién, o desaminacion, de la lisina.

o Prueba positiva: las bacterias fermentadoras de glucosa acidifican el medio
y provocan el viraje del color purpura al amarillo. El ambiente acido favorece
la actividad enzimatica descarboxilasa y se metaboliza la lisina a
cadaverina elevando el pH y tornandolo al color purpura o violeta.

= Las cepas de los géneros Proteus, Providencia y algunas de
Morganella, desaminan la lisina. Esto produce un acido alfa-ceto-
carbonico, el cual con la sal de hierro y bajo la influencia del oxigeno
forma un color rojizo en la superficie del medio.

o Prueba negativa: las bacterias fermentadoras de glucosa que no tienen
actividad lisina decarboxilasa producen un viraje de la totalidad del medio
de cultivo al color amarillo. A las 24 horas de incubacion se observa el fondo
del tubo color amarillo y la superficie de color violeta debido al consumo de
las peptonas que producen alcalinidad.

—  Produccién de acido sulfhidrico (SHz).
o Prueba positiva: precipitado negro en el fondo del tubo.

o Prueba negativa: no se observa el precipitado negro.

Figura 6.10

Agar lisina hierro

Nota. De izquierda a derecha. Tubo 1: LIA sin sembrar.
Tubo 2: E. coli lisina descarboxilasa +. Tubo 3: Salmonella
spp. lisina descarboxilasa y produccién de SHz +. Tubo 4:
Proteus spp. color rojizo por la desaminacién de la lisina.

Tubo 5: Citrobacter koseri lisina descarboxilasa -.
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SEGUNDA PARTE

Procesamiento de muestras clinicas
Bacteriologia General
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CAPITULO 7
Coprocultivo

Fabiana Alicia Moredo

En perros y gatos, la amplia gama de enteropatégenos, potenciales y reconocidos, y la
exigencia de brindar un informe rapido y preciso, refuerzan la necesidad de ser criteriosos en
el momento de realizar el diagnéstico bacteriolédgico de una infeccién intestinal.

Las evaluaciones clinicas y epidemioldgicas exhaustivas deben definir la gravedad y el tipo
de enfermedad (fiebre, caracteristicas de la diarrea, infeccion, leucograma inflamatorio). Se
debe determinar si existen factores de riesgo como edad, contacto con otros animales
enfermos, uso reciente de antibidticos, inmunosupresién. Esta informaciéon es necesaria para
llevar adelante el cultivo bacterioldgico de la materia fecal, coprocultivo, y la optimizacién de la
terapia antimicrobiana.

Aunque los coprocultivos se solicitan con frecuencia para individuos con diarrea, su utilidad
es cuestionada y el rendimiento diagnéstico, a menudo, se piensa que es bastante bajo debido
a la relativa sensibilidad de las pruebas para los patégenos mas probables y la mala seleccion
de muestras que se remiten para su cultivo.

Si bien en la Republica Argentina aun no estan disponibles, los paneles de PCR en tiempo
real para diagnostico de diarreas de perros y gatos proporcionan un nuevo paradigma en la
deteccion rapida y sensible de genes que codifican toxinas u de microorganismos asociados
con la enfermedad. Sin embargo, su interpretacidon puede ser problematica, debido a que, en
la mayoria de los casos las bacterias que se detectan se encuentran con frecuencia en la
materia fecal de perros y gatos clinicamente sanos.

Para los fines de este libro, se destacaran como enteropatégenos bacterianos de perros y
gatos a Campylobacter jejuni, Salmonella, Escherichia coli diarreigénicas, Clostridium
perfringens y Clostridioides difficile. En la actualidad, los métodos disponibles para detectar
estos microorganismos carecen de sensibilidad y, en algunos casos, de especificidad. Ademas,
el problema de determinar las etiologias en casos de gastroenteritis asociada a bacterias se ve
magnificado por los desafios de definir exactamente qué constituye un patégeno. Muchas
cepas de Campylobacter spp. no jejuni, C. difficile, C. perfringens y E. coli pueden excretarse

en ausencia de diarrea.
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Cultivo de materia fecal - Coprocultivo

Se define como coprocultivo al cultivo de la materia fecal y se realiza con la finalidad de
diagnosticar diarreas infecciosas de origen bacteriano. Consiste en tomar una porcion de heces
recién emitida y procesarla de forma inmediata. De no ser posible hacerlo, se remitira al
laboratorio de bacteriologia un hisopo estéril en medio de transporte.

Este estudio se indica en aquellos casos donde debe implementarse una terapia

antimicrobiana.

Tipos de muestras y recoleccién

Para la realizacién de coprocultivo, la muestra ideal es materia fecal fresca, recolectada en
frasco de boca ancha estéril, o bien, en caso de estar presentes, tocar zonas purulentas o
sanguinolentas con hisopo estéril, que posteriormente se debe introducir en un tubo con medio
de transporte Cary-Blair’. Bajo estas condiciones, la muestra puede mantenerse a temperatura
ambiente hasta 5 dias después de recogida.

En caso de recolectarse las heces frescas, la muestra se debera remitir inmediatamente al
laboratorio y procesarse, preferentemente, antes de las dos horas.

Otro tipo de muestra, aunque menos recomendada para la recuperacion de algunos
patégenos como Salmonella, es el hisopado rectal. La toma se realiza introduciendo un hisopo
estéril lubricado con el medio de transporte en el recto del paciente, luego se coloca en el tubo
con el Cary-Blair. De este modo, se podra realizar la maniobra sin dificultad y se evitara la
desecacion de la muestra.

Las muestras como moco intestinal, pseudomembranas, entre otras, también se deben
colocar en un tubo con el medio Cary-Blair.

Si se sospecha que la diarrea es ocasionada por bacterias anaerébicas, la materia fecal

debe transportarse en caldo tioglicolato de sodio.

Observacion directa de la muestra

Debido a la gran diversidad de microorganismos que forman parte de la microbiota normal
del intestino, la observacion microscopica directa de la muestra (OMD) con tincién Gram, no es

de gran aporte. La observacién en fresco con azul de metileno o mediante una coloracién simple

7 El medio de transporte Cary-Blair fue desarrollado para la recuperacion de patégenos entéricos. Tiene un minimo

aporte de nutrientes que permite la recuperacion de los microorganismos sin que haya replicacién. El tioglicolato de
sodio se incluye para proveer un bajo potencial de oxidoreduccion y el pH relativamente alto minimiza la destruccién

bacteriana por acidificacion. Mantiene la viabilidad de patdgenos entéricos.
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como Giemsa, se podrian utilizar para determinar la presencia de leucocitos (reaccién

inflamatoria), eritrocitos (sangrado), hongos y parasitos.

Observacion macroscépica y registro
El analisis de la materia fecal comienza con la observacion y registro de sus caracteristicas
como son:
— consistencia (formada, no formada (blanda) o liquida).
— color (blanco, amarillo, marrén o negro).

— la presencia de componentes anormales (mucus o sangre).

Técnica de observacion en fresco con azul de metileno

a. Colocar una pequefia gota de materia fecal o del hisopado rectal junto con el mucus (si
esta presente) en una gota de solucién de azul de metileno al 0,05 % sobre un
portaobjetos limpio y homogeneizar.

b. Colocar un cubreobjetos sobre la suspension tefiida, evitando la formacion de burbujas
de aire. Aguardar de 2 a 3 minutos. Examinar con microscopio Optico utilizando el
objetivo de menor aumento (10 X).

Registrar presencia de células que puedan identificarse claramente como leucocitos

mononucleares o polimorfonucleares; ignorar las células cuya morfologia se observe alterada.

La informacion que se puede obtener con la OMD de la materia fecal diarreica puede dar
una indicacion del organismo involucrado:

— Enla salmonelosis y la infeccion por presencia de E. coli enteroinvasiva (EIEC), se
pueden observar < 20 polimorfonucleares por campo. En diarreas producidas por
Campylobacter spp podrian observarse leucocitos y eritrocitos.

— En diarrea producida por E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatégenas
(EPEC), o de origen viral, la cantidad de leucocitos es mucho menor, 2-5 células

por campo.

Enriquecimiento - Cultivo

El cultivo de la muestra depende del enteropatégeno del cual se sospecha, teniendo que
considerarse: requerimientos nutricionales, factores ambientales como temperatura,
disponibilidad de oxigeno, tiempo de generacién.

El enriquecimiento de la muestra se utiliza habitualmente para el aislamiento de Salmonella
spp. ¥ E. coli diarreigénicas (DEC) a partir de materia fecal. No es necesario para

Campylobacter spp. ni C. difficile o C. perfringens.
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Preparacion y siembre de la muestra

Consideraciones generales,

Preparar una suspension fecal con aproximadamente un 1 gramo de heces y 1 ml de
solucion salina estéril (si la muestra es liquida, no es necesario hacerlo). Los hisopados
rectales frescos o en medio Cary-Blair deben enjuagarse completamente en 1 ml de
solucion salina estéril.
Aislamiento de Campylobacter spp. existen varios medios selectivos (Blaser, Butzler,
Skirrow) que contienen diferentes suplementos antimicrobianos. Se puede utilizar una
base de agar sangre con 5 - 10 % de sangre ovina, cefalosporina (15 mg/ml),
vancomicina (10 mg/ml), anfotericina B (2 mg/ml) y 0,05 % de sulfato de hierro-
metabisulfito de sodio-piruvato de sodio (FBP). Dada la relacion de las
campilobacterias con el oxigeno, es un requerimiento la generacion de una atmdsfera
microaerdfila (5 % de Oz, 10 % de CO2y 85 % de Nz). Otra caracteristica de este grupo
bacteriano es que algunas especies son termotolorantes, por lo cual la temperatura de
incubacion sera a 42 — 43 °C. Si se investigan especies no termotolerantes, debe ser
a35-37°C.
Aislamiento de enterobacterales, sembrar tres 0 mas ansadas de la suspension fecal
en el caldo de enriquecimiento, si se busca Salmonella o DEC el recomendado es agua
peptonada bufferada (APB). Las condiciones de incubacién para enterobacterias son
a 37 °C durante 18 horas en atmédsfera aerdbica.
o Repique en medio selectivo/diferencial
o En la marcha bacteriolégica para el aislamiento de Salmonella se
realiza un paso intermedio y, desde el APB, se repica a medios de
enriquecimiento selectivo (Caldo tetrationato, caldo Rappaport-
Vassiliadis), luego a los medios sélidos agar Hecktoen entérico y agar
XLD.
o Medios de cultivo selectivos diferenciales para enterobacterias: Agar
Mac Conkey, EMB. Se utilizan para la busqueda de Enterobacterales y
Escherichia coli, en particular bajo las mismas condiciones de
incubacion.
Aislamiento de bacterias anaerébicas, géneros Clostridium o Clostridioides, Agar
sangre con incubacion en condicién de anaerobiosis (con generadores comercial de
anaerobiosis o intercambio de gases) a 37° C durante 24 o 48 horas respectivamente.
Para optimizar el aislamiento e identificacion de C. difficile se dispone de medios de

cultivo cromogeénicos.
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Marchas bacteriolégicas para los grupo de enteropatégenos de

importancia

Enterobacterales

El orden Enterobacterales esta integrado por las familias Enterobacteriaceae, Erwiniaceae,
Hafniaceae, Morganellaceae y Yersiniaceae, entre otras.

Los géneros bacterianos pertenecientes a este orden se caracterizan por ser bacilos
gramnegativos no esporulados, alguno de ellos moéviles, con o sin capsula. En general no tienen
requerimientos nutricionales, por tal motivo crecen en medios de cultivo simple. Son aerobios-
anaerobios facultativos, de crecimiento rapido. Utilizan los hidratos de carbono por la via
fermentativa. Producen acido y gas por fermentacion de la glucosa. Producen catalasa. Son
oxidasa negativos. Son llamadas enterobacterias porque habitan frecuentemente en el tracto

digestivo animal y humano, aunque hay especies que pueden encontrarse en tierra y agua.

Escherichia coli diarreigéncas

Escherichia coli es la especie tipo del género y pertenece a la familia Enterobacteriaceae.
En la actualidad se reconocen 6 patotipos de E. coli diarreigénicas (DEC), y cada uno de ellos
se define por la presencia de un conjunto de factores de virulencia adquiridos a través de la
transferencia horizontal de genes que actuan de tal forma que otorgan caracteristicas clinicas,
patoldgicas y epidemiolégicas de la enfermedad que causan: E. coli enteropatégena (EPEC),
E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli productora de toxina Shiga (STEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) y E. coli adherencia-difusa (DAEC). Los
perros y en menor medida los gatos, son portadoras de genes virulencia de DEC,
principalmente EPEC y EAEC. Diversos trabajos de investigacion reportan la deteccion de
estos genes en aislamientos de animales sin diarrea, lo que sugiere que las mascotas pueden
actuar como reservorio de la infecciéon humana. Hasta el momento, no estd completamente
definido el rol de los diversos patotipos de DEC como agente infeccioso de en estos animales.

ETEC se asocia a cuadros de diarreas acuosa o mucosa, con mayor frecuencia en perros
jévenes.

STEC, productora del sindrome urémico hemolitico en humanos, se relacioné a sindromes
similares en caninos. La enfermedad renal aguda puede estar asociada a lesiones vasculares
cutaneas (que son ulcerativas y se presentan en miembros posteriores); se observé en
Greyhound que eran alimentados con carne cruda. Posteriormente, se hipotetizé6 que era
producido por la accion de las toxinas Shiga. También se describi6 en otras razas,
observandose lesiones vasculares cutaneas sin falla renal.

EIEC se asocia a colitis granulomatosa del Béxer (y con menor frecuencia, en Bulldog
francés y Border collie, entre otras razas). Esta infeccidn, generalmente, afecta a perros jévenes

que muestran signos de colitis severa (engrosamiento y ulceracién del colon) con pérdida de
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peso. La fisiopatogenia no se encuentra completamente dilucidada, pero existiria un proceso
inflamatorio crénico con pérdida de la integridad de la barrera entérica, favoreciendo la invasion
y la colonizacion de esta bacteria.

Considerando que la presencia de E. coli en materia fecal es habitual ya que forma parte de
la microbiota comensal, el desafio en el laboratorio de bacteriologia veterinario es identificar los
aislamientos obtenidos a nivel de patotipos. En la actualidad, la metodologia recomendada es
la deteccion de los genes que codifican los factores de virulencia que caracterizan a cada uno

de ellos.

Diagnéstico de diarrea por E. coli

El diagnéstico de diarrea ocasionada por E. coli diarreigénicas se puede realizar con
diversos protocolos. Sea cual fuere, lo importante es concluir que el aislamiento de E. coli
obtenido es portador de los genes de virulencia que caracterizan al patotipo involucrado.

En general, el procedimiento a seguir depende de la posibilidad que tengan los laboratorios.
A modo de ejemplo, si cuentan con equipamiento para la realizacién de técnicas moleculares
como PCR, la materia fecal se sembrara en agar MacConkey, posteriormente se hara un poo/
de 10 colonias aisladas y, PCR mediante, se determinara la presencia de los genes de
virulencia de ECD. Si el pool resulta positivo a alguno de ellos, se hara PCR de colonia aislada.

Si el laboratorio no cuenta con el equipamiento, lo ideal es sembrar la materia fecal en agar

EMB y derivar el cultivo a uno que pueda realizar la deteccién de ECD.

Figura 7.1

Aislamiento de Escherichia coli a partir de materia fecal de un perro con diarrea

Nota. a y b: preparacion de la materia fecal para su siembra. c y d:

desarrollo de colonias sospechosas de E. coli en agar MacConkey y en
agar EMB. e: colonias de E. coli en ATS. f: bateria de pruebas de
identificacion bioquimica vy fisiologica de E. coli (TSI, SIM, citrato, LIA y

Agar urea de Christensen).
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Salmonella

Salmonella spp. es otro de los géneros que integran la familia Enterobacteriaceae, que
produce enfermedad tanto en animales como en humanos. La transmisién ocurre,
principalmente, por la ingesta de agua y/o alimentos contaminados. Si bien son cinco las
especies que integran el género, S. enterica es la que presenta mayor virulencia y agrupa seis
subespecies que incluyen aproximadamente 2500 serovares. La serotipificacion se realiza
segun el esquema Kauffmann-White-Le Minor en base en los antigenos somaticos O (cadena
lateral O del LPS) y flagelares H. Se debe considerar que esta bacteria no forma parte de la
microbiota intestinal de perros y gatos.

Luego del ingreso, Salmonella sobrevive a la accién de los jugos gastricos e invade, en el
intestino delgado, los enterocitos, las células M y las células dendriticas. La localizacion en los
linfonédulos mesentéricos permite que evada la respuesta inmune y pueda ser eliminada, a
través de las heces, por semanas e incluso meses. Si bien algunos perros pueden presentar
enterocolitis e inclusive, enfermedad sistémica, en la mayoria de los casos cursa de forma
asintomatica. Dentro de las manifestaciones clinicas se describe decaimiento, pérdida de peso,
fiebre, anorexia, diarreas acuosas que alternan con hemorragicas, dolor abdominal y vomitos.
Las diarreas pueden requerir semanas para su resolucion. De forma poco frecuente, pueden

observarse signos clinicos extraintestinales y se debe a la colonizacion de diversos 6rganos.

Diagnostico de salmonelosis

Para aumentar la sensibilidad del diagndstico de la salmonelosis, se recomienda la
utilizacion de la norma ISO 6579-1:2017 y la serotipificacién con el esquema de White-
Kuffmann-Le Minor mediante aglutinacion en portaobjetos (antigeno O) y en tubo (antigeno H),
utilizando antisueros especificos (Instituto Nacional de Produccion de Bioldgicos (INPB) -
ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”, Argentina).

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 95



BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

Figura 7.2

Aislamiento de Salmonella a partir de materia fecal de un perro con diarrea

Nota. a y b: preparacion de la materia fecal para su siembra. ¢ caldos de

enriquecimiento selectivo. d: desarrollo de colonias sospechosas de Salmonella en
agar Hecktoen entérico (verde botella con centro negro). e: colonias de Salmonella

en ATS. f: pruebas basicas de identificacion bioquimica de Salmonella (LIA y TSI).

Campylobacter spp

El género Campylobacter integra la familia Campylobacteraceae y agrupa aproximadamente
a 30 especies y subespecies, entre las que se destacan C. jejuni y C. coli que se aislan de
animales y seres humanos con diarrea. Otras campilobacterias intestinales catalasa-negativas,
como C. upsaliensis, C. helveticus y C. lari, se recuperan con mayor frecuencia de perros y
gatos asintomaticos y con diarrea. Analisis genéticos indican que los perros pueden estar
colonizados con C. felis y C. showae, entre otras especies. Ademas del aislamiento de multiples
especies de campilobacterias, también puede existir heterogeneidad genética intraespecie.

Las campilobacterias son bacterias gramnegativas delgadas, con forma de S, coma o espiral
y moviles por la presencia de flagelos polares que le permiten un movimiento caracteristico tipo
dardo. Son microaerdfilos estrictos. En cultivos de varios dias (mas de tres), degeneran en
formas esféricas u ovoides no viables.

Las formas de transmision son el contacto directo entre animales,con heces infectadas (en
forma directa o indirecta) y el consumo de carne cruda o mal cocida. La carcaza y las visceras
del pollo pueden considerarse como una de las principales fuentes de infeccién, ya que las
aves domésticas actian como reservorio de C. jejuni. Es probable que una pequefia proporcion
de los casos humanos de campilobacteriosis se adquieran por contacto con mascotas. Existen

diversos estudios que evidencian la eliminacion asintomatica, pero intermitente y prolongada,
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de este patdégeno en perros jovenes. En estos casos, la dieta con productos carnicos crudos
seria un factor de riesgo.

Campylobacter coloniza el tracto intestinal, yeyuno, ileon y colon. A diferencia de otras
bacterias enteropatdgenas, posee relativamente pocos factores de virulencia, siendo los
factores del hospedador los que determinan la gravedad de los signos clinicos. Generalmente
son la diarrea acuosa, que puede alternar con cuadros de diarrea mucoide y/o hemorréagica,
asociadas o no, a decaimiento, dolor abdominal, pérdida de peso y en menor grado, vomitos e
hipertermia. Los signos clinicos se autolimitan en una o dos semanas. Sin embargo, pueden
producirse cuadros cronicos e intermitentes de diarreas. Los signos clinicos extraintestinales
son poco frecuentes e incluyen colangitis/colangiohepatitis, meningoencefalitis, septicemia y
abortos.

Diagnoéstico de campilobacteriosis
Las muestras deben remitirse en el medio Cary Blair, cuyo rendimiento para la recuperacion

de Campylobacter spp. es superior al de otros medios de transporte.

Observacion microscopica directa: el diagndstico presuntivo rapido es posible mediante
microscopia de campo oscuro o de contraste de fases. Se examinan muestras fecales frescas
para detectar bacterias curvas con la movilidad caracteristica de C. jejuni. Este método es
especialmente sensible en humanos (y quizas en perros y gatos) durante la fase aguda de la
diarrea clinica. Con la tincién de Gram, se observan bacilos delgados gran negativos con forma
de ala de gaviota, que se tifien débilmente. Sin embargo, basdndose unicamente en la
morfologia, estos organismos también podrian ser helicobacterias entéricas. Se debe
determinar la presencia de leucocitos fecales, ya que pueden encontrarse en enteritis causadas

por infecciones naturales o experimentales con C. jejuni.

Cultivo e identificacién: habitualmente se utiliza el medio de Skirrow modificado por el
agregado del suplemento reductor llamado FBP (sulfato ferroso, metabisulfito de sodio, y
piruvato de sodio al 0,5/1.000 p/v), extracto de levadura, cefoperazona y vancomicina. Se
incuba durante 48 horas a 42 °C - 43 °C, en atmésfera microaerdfila (3—5 % de O2). Se pueden
utilizar sobres generadores comerciales o jarras para intercambio de gases. Los sobres,
similares a los utilizados para el cultivo de bacterias anaerobias, proporcionan una atmésfera
de aproximadamente 3a 5 % de Ozy 5 a 12% de COa.

Otro método de recuperacion de campilobacterias es la siembra por filtracion, para lo cual
se coloca una membrana filtrante de 0,45 um sobre una placa de agar sangre. Se toca varias
veces el centro del filtro con el hisopo cargado con material. Luego de 30 minutos, se despega
cuidadosamente y se realizan las estrias para su aislamiento. Las campilobacterias, por ser
muy delgadas, atraviesan la membrana, quedando retenidas enterobacterias, cocos gram

positivos y levaduras, entre otras.
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En general, las colonias de C. jejuni y C. coli pueden observase luego 24 horas de
incubacion a 42 °C - 43 °C o de 48 horas a 37 °C. En ocasiones, el crecimiento tiene lugar luego
de 72 - 96 horas. Las placas se examinan a las 48 horas. Las especies termafilas pueden crecer
formando diferentes tipos de colonias: planas, no hemoliticas, de aspecto mucoso, grisaceas o
de un leve tinte rosado. Son de bordes irregulares y tienden a diseminarse a lo largo de la estria
de siembra. Pueden aparecer incoloras, semejando gotas de agua, o pueden crecer formando
colonias enteras, convexas, brillantes y de 1 a 2 mm de diametro.

Para su identificacion presuntiva se realiza la tincion de Gram, observando las formas
caracteristicas espiraladas y esféricas o células en divisiéon unidas, semejando las alas de una
gaviota, muy delgadas.

En los laboratorios clinicos solo se dispone de unas pocas pruebas para identificar las
especies y subespecies de campilobacterias. En funcién de la temperatura de crecimiento, se
agrupan en: especies termotolerantes que crecen a 42-43 °C, y las que no son: C. jejuni subsp.
doyilei, C. fetus y Arcobacter butzleri.

Se desarrollaron PCR muiltiples para la identificacion y diferenciacion de C. jejuni, C. coli, C.
lari, C. upsaliensis y C. fetus spp. fetus. Cabe destacar que los cebadores especificos para el
ARN23Sr pueden utilizarse como controles internos para identificar los géneros estrechamente

relacionados Campylobacter, Arcobacter y Helicobacter.

Clostridium perfringens y Clostridioides difficile

Clostridium perfringens y Clostridioides difficile son dos de las bacterias mas comunmente
implicadas en la diarrea canina. Por diversas razones, los veterinarios se enfrentan a un dilema
al intentar determinar si estos supuestos enteropatégenos causan diarrea en perros o gatos.
Forman parte de la microbiota normal y su tasa de aislamiento suele ser similar en animales
con y sin diarrea.

Las manifestaciones clinicas son extremadamente variables. Las indicaciones para realizar
paneles entéricos fecales, que incluyen tincion de Gram, cultivo fecal e inmunoensayos para la
deteccion de toxinas, estan mal definidas, lo que resulta en pruebas indiscriminadas e
interpretaciones erréneas de los resultados. Desafortunadamente, el procesamiento tardio de
los paneles entéricos fecales puede resultar en un menor aislamiento de supuestos
enteropatdgenos bacterianos o en resultados falsos negativos en los inmunoensayos.

Como se menciona en este capitulo, existen otros enteropatdégenos ademéas de C.
perfringens y C. difficile, y no existe un consenso uniforme entre los laboratorios de diagndstico
veterinario sobre qué especies bacterianas deben evaluarse o qué ensayos de diagndstico
deben utilizarse. Este problema se agrava por la falta de validacion de muchos de los
inmunoensayos comerciales que se utilizan rutinariamente para la deteccidon de toxinas

bacterianas.
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Clostridium perfringens

Clostridium perfringens es un bacilo grampositivo, anaerobio, formador de esporas, que se
ha asociado a brotes de diarrea aguda, a menudo grave, en humanos, caballos, perros y gatos.
Se divide en cinco biotipos, del A al E, segun la posesién de uno o mas de los cuatro genes
principales de toxinas: alfa (a), beta (B), iota (1) y épsilon (¢). Cada biotipo puede expresar
también un subconjunto de al menos otras diez toxinas establecidas, incluida la enterotoxina
de C. perfringens (CPE), un factor de virulencia bien caracterizado cuya produccion esta
corregulada con la esporulacién. Aunque los cinco tipos pueden albergar el gen de la
enterotoxina (cpe), la distribuciéon global de cepas enterotoxigénicas es relativamente baja
(alrededor del 5 %), y la mayoria de las cepas pertenecen al tipo A. En general, todas las cepas
aisladas de perros son de tipo A, y solo un informe publicado documenta una infeccién de tipo
C en cinco casos de enteritis hemorragica letal peraguda canina. El C. perfringens tipo A
enterotoxigénico se asocié con intoxicacion alimentaria humana y diarrea esporadica; diarrea
canina aguda y crénica, de intestino grueso y delgado; y un sindrome diarreico hemorragico
agudo. Se detectd CPE en las heces de 8 de 12 perros (67%) que tenian signos clinicos
compatibles con el sindrome diarreico hemorragico agudo. Una serie de otros factores de
virulencia, como la toxina 32, también puede desempefiar un papel importante en la diarrea y
podrian explicar por qué el aislamiento de cepas de tipo A no enterotoxigénicas de una muestra

diarreica no excluye la participacion en la enfermedad.

Diagnéstico de diarrea asociada a C. perfringens

No existe un método de referencia para el diagnéstico de la diarrea asociada a C.
perfringens canina. Histéricamente, se basé en la apariciéon simultdnea de signos clinicos
tipicos, la deteccion de un gran numero de endosporas de C. perfringens en frotis fecales (tres
0 mas por campo de alta resolucién) (Fig. 37-9) y la inmunodeteccién de ECP en muestras
fecales. Se desaconseja la implementacion de métodos citoldgicos y se enfatiza que para el
diagnédstico deberia utilizarse la combinacién inmunodetecciéon de ECP fecal y técnicas
moleculares.

Dado que C. perfringens forma parte de la microbiota intestinal normal, el cultivo
bacteriol6gico tiene importancia para la posterior caracterizacion molecular de los aislamientos,

estudios epidemiolégicos y pruebas de sensibilidad antimicrobianas.
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Figura 7.3
Aislamiento de Clostridium perfringens a partir de materia fecal de un perro con diarrea

Nota. a: preparacion de la muestra de materia fecal para su posterior siembra. b: observacion
directa de la materia fecal con tincion de Gram. Las flechas negras sefialan los bacilos gram
positivos. c¢: hisopo embebido con la suspensién de materia fecal para posterior siembra en
agar sangre. d: colonias de C. perfringens en agar sangre luego de 48 de incubacion a 37 °C
en anaerobiosis. e: C. perfringens en agar yema de huevo. f: C. perfringens tefiidos con

tincion de Gram.

Clostridioides difficile

Al igual que C. perfringens, Clostridioides difficile forma parte de la microbiota comensal y
se encuentra en el entorno de los hospitales veterinarios de animales de compafiia. Si bien su
rol como agente etiolégico de infecciones en perros no esta bien documentado, la mayor parte
de la literatura se basa en el aislamiento bacteriano y se documento la asociacién entre la
deteccion de la toxina A o la toxina B y la diarrea canina. En gatos, si bien hay poca informacioén,
estudios preliminares con un inmunoensayo comercial para la deteccion de la toxina A
documentaron una incidencia del 5 % en 62 gatos con diarrea.

En C. difficile se describen tres toxinas: toxina A (TcdA, una enterotoxina), toxina B (TcdB,
una citotoxina) y toxina binaria CDT (una ADP-ribosiltransferasa). Las enfermedades asociadas
a C. difficile se atribuyen principalmente a la actividad de TcdA y/o TcdB. El mecanismo de
accion de las toxinas es la inactivacion de las proteinas Rho por glicosilacion, ocasionando la
despolimerizacién de los filamentos de actina, alterando el citoesqueleto celular con la

consecuente modificacion de la morfologia y posterior muerte.
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Diagnéstico de infeccion por C. difficile

Aunque las tasas de aislamiento de C. difficile son similares entre perros con y sin diarrea
(del 0 % al 40 %), un cultivo negativo tiene un buen valor predictivo negativo mientras que el
predictivo positivo del cultivo es limitado, ya que algunas cepas no son toxigénicas y las
toxigénicas pueden diseminarse en ausencia de infeccion. El cultivo es dutil para la
caracterizacion genotipica de los aislamientos.

El diagnéstico de infeccion por C. difficile en perros y gatos debe basarse en una
combinacion de pruebas, que incluyen un cultivo fecal positivo y/o una prueba de antigeno
comun (GDH), seguida de una prueba ELISA para la deteccién de TcdA y TcdB en animales
con GDH positiva.

La falta de un inmunoensayo diagndstico estandarizado para perros y gatos dificulta la
interpretacion de los resultados positivos en los andlisis de toxinas fecales cuando no se
respaldan con el cultivo o antigeno comun. No se puede descartar el posible papel de las cepas
que son negativas para TcdA y positivas para TcdB, lo que subraya la importancia de utilizar
inmunoensayos que detecten ambas toxinas.

El cultivo de materia fecal seguido por la deteccion de los genes de C. difficile que codifican
sus toxinas, permite diferenciar las cepas toxigénicas de las no toxigénicas, mejorando asi la
especificidad del cultivo.

Cultivo: en agar sangre bajo condicion anaerébica, C. difficile forma colonias de morfologia
variada, sin ninguna caracteristica particular. Por lo general, las colonias son grises, opacas y
no hemoliticas luego de 24—48 horas, pero algunas cepas pueden ser de color azul verdoso
debido a la hemdlisis de tipo A. Después de 48—72 horas de incubacion, las colonias pueden
desarrollar un centro claramente gris claro a blanco. Con experiencia, C. difficile se reconoce
facilmente a pesar de la variabilidad de las colonias, gracias a su olor caracteristico, que se
asemeja al del estiércol de caballo. Si las colonias son negativas a la lecitinasa y la lipasa y
muestran fluorescencia verde amarillenta cuando se iluminan con la lampara de Wood, informe:

presuncion de “C. difficile”.
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CAPITULO 8
Infecciones bacterianas de piel
Raul Emilio Iza, Camila Aurnague, Hernan Dario Nievas y

Eliana Andrea Lorenti

En pequefios animales, especialmente en perros, las infecciones de la piel de origen
bacteriano son muy frecuentes. Para comprender este tema, es importante destacar la
importancia de la microbiota cutanea y las consecuencias de su alteracion.

La microbiota cutanea normal esta integrada por bacterias residentes y transitorias, las
primeras son comensales no patégenas que viven en la superficie de la piel y en los foliculos
pilosos, manteniendo una poblacion estatica, constante, y su numero total no es elevado. Las
bacterias transitorias no suelen competir a largo plazo con la microbiota residente, pero pueden
propagarse desde las membranas mucosas (especialmente las fosas nasales y la region
perianal). Como ejemplo de grupos bacterianos presentes en la piel de perros sanos se
describen especies de aerobios como Micrococcus, estreptococos [B-hemoliticos vy

Acinetobacter y anaerobios, Clostridium perfringens y Propionibacterium acnes.

Infecciones de la piel

El patégeno bacteriano cutaneo canino mas frecuente es Staphylococcus
pseudintermedius, anteriormente identificado como S. intermedius. Reside principalmente en
las fosas nasales y la region perianal, es un colonizador local transitorio y restringido en la piel
canina clinicamente sana y un contaminante del pelo canino. La propagacion desde la region
perianal y las fosas nasales podria ocurrir durante el aseo normal o debido al lamido excesivo
en perros con prurito y, especialmente, en perros alérgicos. Con mucha menos frecuencia, S.
aureusy S. schleiferi también pueden causar infecciones cutaneas. Es probable que el reciente
conocimiento de estas dos especies se deba a que se agrupan con S. pseudintermedius o
simplemente no se identificaron a nivel de especie.

La identificacion de estafilococos resistentes a la meticilina (SRM), y especialmente de S.
aureus SARM, en perros, gatos y caballos también centré el analisis de su prevalencia en
animales. La portacién e infeccién con S. pseudintermedius RM, S. schleiferi RM y SARM se
estan identificando globalmente en perros y gatos, con una prevalencia aparentemente mayor.

Es importante destacar que los SRM no poseen mayor virulencia que los estafilococos
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sensibles a la meticilina. Sin embargo, el tratamiento eficaz es mas problematico. Debido a la
creciente preocupacion por los SRM vy los estafilococos multirresistentes, se estan realizando
cultivos bacterianos y pruebas de sensibilidad con mucha mas frecuencia que antes. A partir
de la mayoria de las pustulas o vias supurantes en perros con pioderma, se obtienen cultivos
puros de S. pseudintermedius. En gatos, la infeccion con S. aureus podria ser mas frecuente
que en perros.

Generalmente, a partir de piodermas profundas, pueden aislarse junto a S.
pseudintermedius bacterias invasoras gramnegativas secundarias, como Proteus,
Pseudomonas o Escherichia coli. Sin embargo, si su aislamiento no es concomitante con
estafilococos, debera revisarse la técnica de obtencién de la muestra para bacteriologia, ya que
la pioderma canina causada por bacterias gramnegativas sin coinfeccion estafilocécica es poco
frecuente. La infeccion por S. pseudintermedius crea un entorno tisular mas propicio para la
invasion secundaria por bacterias gramnegativas.

Los factores que promueven la proliferacion de S. pseudintermedius en la piel, son poco
conocidos. Sin embargo, se demostré que los perros con otras enfermedades cutaneas son
mas propensos a desarrollar pioderma secundaria. Los perros con enfermedades cutaneas
alérgicas, como la dermatitis atépica o defectos de la cornificacion, presentan una alteracion en
el equilibrio de las especies bacterianas que colonizan la piel, de modo que pueden predominar
los estafilococos coagulasa positivos. Clinicamente, esto se correlaciona con una mayor
frecuencia de pioderma.

Las biopeliculas o biofilm, agregados de microorganismos que se forman en las interfases,
protegen a las bacterias de la accién de los antimicrobianos o de la respuesta inmune del
hospedador y, por lo tanto, dificultan su eliminacién. Este concepto, probablemente sea
importante para comprender la pioderma, especialmente cuando se forman peliculas mucosas

“eficaces” en la superficie de las lesiones infectadas.

Diagnéstico

Tipo de muestras

En heridas cerradas y biopsias, la muestra ideal es por puncion. Para ello, se recomienda
limpiar la superficie con uno 0 mas hisopos embebidos en solucion fisioldgica estéril, desinfectar
la zona con alcohol iodado, dejar actuar un minuto y, dado que el arrastre de lugol puede
negativizar el resultado, retirarlo limpiando la zona con alcohol; por ultimo, dejarlo evaporar.

En heridas abiertas, se recomienda eliminar el material necroético y los tejidos desvitalizados,
lavar con solucion fisioldgica estéril y desinfectar de la forma anteriormente descrita.

Dentro de las dermatitis, para la toma de muestras de papulas, se debera proceder de la
misma manera que en las biopsias. Para el resto de las dermatitis, se actuara de manera

particular de acuerdo a cada patologia: en el caso de las pustulas se debe cortar el cabello con
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tijeras y aspirar con aguja estéril de calibre estrecho. Si se observa exudado purulento en la
aguja, aplicar a un hisopo estéril; de lo contrario, tocar suavemente el exudado expulsado de
la pustula con un hisopo estéril y colocarlo en un medio de transporte. Para muestras de costras
no sera necesaria la desinfeccion de superficies. Utilizando una pinza estéril, se levanta el
borde de la lesion y se procede a tomar la muestra, tocando con un hisopo estéril la superficie
expuesta de la piel. Por ultimo, en el caso de los collaretes epidérmicos, se corta el pelo con
tijera, se desinfecta la superficie y se rota un hisopo estéril por el borde de la lesién dos o tres
veces.

Para todas aquellas muestras que fueron tomadas mediante hisopado, es requerimiento la
utilizaciéon de medios de transporte (Stuart o Cary Blair).

Se deben realizar raspados de piel en todos los perros con pioderma canina, ya que la sarna
demodécica puede simular una pioderma sin complicaciones e inducir pioderma secundaria.
Es especialmente importante raspar cualquier lesion pustulosa o papular con orientacion
folicular.

La pioderma secundaria a sarna demodécica sigue el mismo patron de distribucién, lo que
facilita el diagnéstico. Es probable que en los raspados de piel se observe sarna demodécica
en casos sospechosos de intertrigo del pliegue labial, foliculitis superficial, foliculitis profunda,

forunculosis (acné canino, foliculitis podal) y celulitis.

Observacion directa de la muestra

El examen citolégico es sencillo, rentable y rapido para el diagnéstico de pioderma. Las
muestras se obtienen mediante frotis directo de pustulas o la superficie de la piel inflamada. Se
dejan secar al aire y se pueden colorear con de Wright de tipo Romanowsky modificada o con
azul de metileno. La tincion de Wright modificada es beneficiosa tanto para documentar
microorganismos como para identificar células inflamatorias. La identificacion de cocos indica
la probable presencia de S. pseudintermedius. El hallazgo de neutréfilos en degeneracion y

cocos intracelulares respalda el diagndstico.

Cultivo, identificaciéon y antibiograma

El cultivo bacteriano esta indicado principalmente para determinar la bacteria involucrada
en la infeccién y definir su comportamiento frente a los antimicrobianos disponibles para el
tratamiento, y de esta manera, evitar fallas terapéuticas y resistencia antimicrobiana.

Los cultivos de pustulas, forinculos y ndédulos intactos tienen mayor probabilidad de
proporcionar informacién util. Los cultivos bacterianos de lesiones abiertas tienen menor
probabilidad de producir resultados significativos debido a la posibilidad de cultivo de
contaminantes.
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En la Figura 8.1 se muestra una secuencia de fotos correspondientes a la marcha

bacteriolégica de una dermatitis digital canina.

Otitis externa

La otitis externa es una de las patologias mas comunmente diagnosticadas en pequefios
animales. Se define como la inflamaciéon aguda o crénica del epitelio del conducto auditivo
externo (CAE), en algunos casos puede afectar al pabelldn auricular. Si bien todas las especies
animales pueden padecerla, los caninos son los mas afectados.

Como se menciond, para comprender la patogenia de esta enfermedad, es importante
destacar el rol fundamental de la microbiota normal ocupando nichos microbianos y evitando la
colonizacion de microorganismos patégenos. Entre las bacterias que se aislaron del CAE de
perros clinicamente sanos se incluyen estafilococos coagulasa negativos, Bacillus spp.,
estafilococos coagulasa positivos (S. pseudintermedius), levaduras, Escherichia coli,
Corynebacterium spp., estreptococos y Micrococcus spp., y en raras ocasiones, Pseudomonas
spp. y Proteus spp. Sin embargo, pueden proliferar cuando el CAE esta inflamado.

La otitis es una afecciéon multifactorial, ya que en su origen interactian diversos factores que
ocasionan cambios en la fisiologia y microbiota del oido externo. Sus causas se clasifican en
predisponentes, primarias, secundarias y perpetuantes.

- Causas predisponentes: incrementan el riesgo de presentacion. Como la conformacion
anatémica del CAE, tamafo del pabellon auricular, la humedad excesiva, entre otras.

- Causas primarias: inducen de forma directa la inflamacién del CAE. Ectoparasitos
(Otodectes cynotis, Sarcoptes scabiei y Demodex spp.), hipersensibilidad y cuerpos
extrafos, entre otras.

- Causas secundarias: contribuyen o causan patologia en combinacion con factores
predisponentes. Se trata de bacterias y/o levaduras. La otitis bacteriana primaria es de
baja incidencia, por lo general, producida por bacterias de la microbiota del CAE que
aprovechan lesiones del tejido auricular para invadirlo y proliferar masivamente. Esto

exacerba la respuesta inflamatoria dentro del canal auricular.

Los organismos bacterianos mas comunes, aislados del CAE en perros con otitis externa
cronica, incluyen S. pseudintermedius, Pseudomonas aeruginosa seguidos por Proteus spp.,
B-estreptococos, Corynebacterium spp., Enterococcus spp. y E. coli. Determinar el
microorganismo mas probable, basandose en el examen citolégico, permite iniciar el
tratamiento empirico de inmediato en caso de otitis externa aguda, o el tratamiento inicial en
caso de otitis externa crénica, a la espera de los resultados del cultivo y el antibiograma. Al
igual que en oidos clinicamente sanos, las levaduras se identifican con mucha frecuencia. Si

bien de forma poco usual, también se aisld S. schleiferi subespecie coagulans (coagulasa-
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positiva) en perros con otitis externa tanto primaria como recurrente y S. schleiferi subespecie
schleiferi (coagulasa-negativa) en perros clinicamente sanos.

Entre los organismos identificados en los conductos auditivos de gatos asociados con otitis
externa se incluyen estafilococos coagulasa-negativos, S. aureus, S. pseudintermedius y
Pasteurella spp. También se identificaron levaduras, con mayor incidencia, el género
Malassezia spp.

- Factores perpetuantes: se deben al efecto de los factores predisponentes, causas

primarias y secundarias, e impiden la resoluciéon de las otitis. Se producen como
consecuencia de las respuestas patologicas de la piel y las estructuras oticas. Por

ejemplo: alteraciones timpanicas o modificaciones de la microbiota.

Diagnéstico

Toma, conservacioén y transporte de la muestra

Una correcta toma, conservacion y transporte de la muestra al laboratorio de bacteriologia
resultan fundamentales para el éxito y la exactitud de los resultados.

Es importante considerar dos aspectos principales a la hora de obtenerla: que sea
representativa del area de infeccidon y que sea obtenida antes de iniciar un tratamiento
antibiético empirico, evitando asi, la negativizacion de los resultados. De no ser posible, es
necesario al menos suspender el tratamiento 4 o 5 dias previo a la toma de muestra.

Procedimiento: se recomienda cortar el pelo, limpiar la superficie externa y los alrededores
con un hisopo o algodon embebidos en solucién fisiologica estéril y secar la zona
posteriormente. Luego, introducir un hisopo estéril en la profundidad del CAE con la precaucion
de no tocar piel y zonas externas. Finalmente, rotar el hisopo varias veces con suavidad,
extraerlo y taparlo inmediatamente.

La conservacioén y envio de las muestras debera ser a 4 °C, no debiendo transcurrir un plazo
mayor a 48 horas desde la toma de muestra hasta su procesamiento en el laboratorio. La

muestra rotulada se debera remitir con el protocolo correspondiente.

Observacion directa de la muestra

La observacién microscoépica directa es una herramienta clave para evaluar el estado de la
muestra, asi como también, el ambiente y el contexto en el que fue tomada. Esta puede

realizarse en fresco o con coloracion.

En fresco
La observacion microscopica en fresco resulta util para la deteccion de ciertos ectoparasitos
como Ofodectes cynotis, Sarcoptes scabiei y Demodex spp. y, ademas, observar la presencia

de células inflamatorias.
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Con coloracion

Las tinciones utilizadas de forma rutinaria para este tipo de muestras son Giemsa, May-
Grunwald Giemsa, Tincion 15 y Gram (ver capitulo 4).

Estas tinciones resultan utiles para la observacion detallada de células inflamatorias,
epiteliales y levaduras.

La interpretacion de los hallazgos microscopicos debe realizarse en conjunto con el

crecimiento bacteriano en los cultivos.

Cultivo

Seleccion de los medios de cultivo

Para el aislamiento bacteriano se utilizaran medios de cultivo que cubran sus requerimientos
nutricionales como el agar sangre (AS) y, debido a la alta frecuencia de aparicion de
Staphylococcus, también se sembrara un agar manitol salado (AMS). Podria seleccionarse un
agar cetrimide para aislamiento de Pseudomonas.

El aislamiento de estafilococos coagulasa negativa tiene valor microbiolégico en aquellas
muestras en las que se aislan en cultivo puro y/o en pacientes con compromiso del sistema

inmune.

Pruebas bioquimicas y fisiolégicas

En la Tabla 8.1 se mencionan las pruebas fisiolégicas y bioquimicas que se utilizan con

mayor frecuencia para la identificacién de los grupos bacterianos mencionados.

Tabla 8.1

Pruebas fisiolégicas y bioquimicas para los principales agentes bacterianos relacionados

Grupo bacteriano Bateria de pruebas fisiologicas y bioquimicas basica

Staphylococcus Catalasa, coagulasa. Para los coagulasa +: PYR (actividad enzimatica
pirrolidonilarilamidasa), fermentacion de trehalosa, manitol, maltosa,
Voges Proskauer (VP) y arginina descarboxilasa.

Pseudomonas Oxidasa, desarrollo en agar cetrimide a 42 ° C, Urea, TSI.
aeruginosa
Enterobacterales Fermentacion de glucosa, lactosa y produccion de SH2 (Agar hierro

triple azucar-TSlI), utilizacion de citrato de sodio, produccién de indol,
produccion de ureasa, produccion de lisina decarboxilasa.
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Figura 8.1
Otocultivo. Aislamiento de Staphylococcus pseudintermedius

Nota. a: hisopado de conducto auditivo externo con medio de transporte. b:
observacion de cocos gram positivos. c: cultivo primario en agar sangre, desarrollo
de colonias blancas compatibles con estafilococos. d: desarrollo de colonias manitol
positivas en agar manitol salado. e: Staphylococcus pseudintermedius en ATS. f:
bateria de pruebas de identificacidn bioquimicas y fisiolégicas (de izquierda a
derecha): coagulasa +, PYR +, fermentacion de manitol, maltosa y trehalosa; arginina

decarboxilasa +.
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Figura 8.2

Otocultivo. Aislamiento de Proteus spp

Nota. a: hisopado de conducto auditivo externo con medio de transporte. b:
observacion directa con tincion de Gram, demuestra presencia de células
epiteliales, levaduras brotantes compatibles con Malassezia spp. y bacterianas. c:
en la primera estria se observa cultivo polibacteriano mientras que en la superficie
del agar sangre se destaca el swarming tipico de Proteus spp. d: desarrollo de
Proteus spp en ATS, colonias grandes, chatas de bordes irregulares. e: tincion de
Gram de cultivo puro de Proteus spp., bacilos gram negativos. f: bateria de
pruebas de identificacion bioquimicas vy fisiolégicas (de izquierda a derecha): TSI,
SIM, Citrato de Simmons, LIA (el color bordé como consecuencia de la
desaminacion oxidativa de la lisina), agar urea de Christensen.
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Figura 8.3
Otocultivo. Presencia de levaduras brotantes compatibles con Malassezia spp. a partir de un

hisopado otico canino

Nota. La secuencia de imagenes corresponde al caso clinico de un perro

con diagnéstico de otitis cronica. a: oido externo con inflamaciéon manifiesta
y acumulo de cerumen con caracteristicas compatibles de presencia de
Malassezia spp. b: hisopado ético con medio de transporte. c: observacion
directa de la muestra, abundante presencia de levaduras brotantes
compatibles con Malassezia spp., sefialadas con flechas negras. d: cultivo

en agar sangre, escaso desarrollo polibacteriano.
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CAPITULO 9
Urocultivo

Maria Laura Meneses

En la clinica practica de pequefios animales, las infecciones bacterianas del aparato
urogenital son de habitual presentacion. Si bien Escherichia coli es la bacteria que esta
asociada con mayor frecuencia, pueden observarse infecciones por otro tipo de
microorganismos, en especial hongos u otros tipos bacterianos.

La infeccion del tracto urinario (ITU) es la colonizacién microbiana de la orina o de cualquiera
de los 6rganos del tracto urinario, excepto la porcion distal de la uretra que esta normalmente
colonizada. La ITU puede afectar a mas de un érgano, puede estar localizada en el tracto
superior (pielonefritis bacteriana) o en el tracto inferior (cistitis o uretrocistitis bacteriana). La
ITU bacteriana es mas frecuente en las perras castradas, seguido por los machos castrados y
las perras enteras.

Mas del 70 % de las ITU en los perros son monobacterianas. La presencia de multiples
microorganismos es mas probable en infecciones complicadas secundarias a alteraciones
anatomicas o funcionales del tracto urinario. Las bacterias gramnegativas aisladas con mayor
frecuencia son E. coli, Proteus, Klebsiella, Enterobacter y Pseudomonas; dentro de las
grampositivas se describen los géneros Staphylococcus, Streptococcus y Enterococcus.

La infeccidon con Staphylococcus o Proteus suele estar asociada a calculos de estruvita
debido a la alcalinizacion de la orina causada por el metabolismo de la urea por parte de las
bacterias.

Se describieron casos que involucran bacterias menos comunes como Trueperella
pyogenes, Corynebacterium urealyticum 'y Clostridium spp.

Las ITU son menos frecuentes en gatos que en perros. En machos jovenes puede
desarrollarse de forma secundaria a la cateterizacion urinaria o a una cirugia del tracto urinario,
como uretrostomia perineal en gatos con obstruccion uretral. Las ITU son mas frecuentes en
individuos mayores de 10 afios. Cuando las infecciones son de origen bacteriano, los géneros
involucrados son los mismos que en los perros, excepto Pasteurella que es de hallazgo mas
comun en gatos.

Para el diagndstico de las infecciones urinarias en perros o gatos se debe realizar un analisis
de orina completo. El cultivo de la orina (urocultivo) y posterior realizacion de pruebas de
sensibilidad antimicrobiana son requerimiento para la implementacion de la terapéutica

correspondiente.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 112



BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

Toma, transporte y conservacion de la muestra

La muestra de orina debe recogerse antes de iniciar el tratamiento terapéutico
antimicrobiano, ya que si se realiza posteriormente es muy probable que se obtengan cultivos
negativos por inhibicion del desarrollo bacteriano. Si el tratamiento antimicrobiano ya fue
iniciado y los sintomas de infeccién urinaria perduran, lo ideal es recoger la muestra entre 5 y
7 dias luego de finalizarlo.

Existen tres técnicas de muestreo posibles para la obtencién de orina, miccion, cateterismo

vesical y cistocentesis o puncion vesical.

Miccidén

Se toma la muestra lo mas alejada posible de la ultima miccién, siendo lo ideal tres o mas
horas de retencién y se procede a recolectar “al acecho” la porcion media de la miccién en un
frasco estéril de boca ancha, descartando el primero y el ultimo chorro.

Esta técnica no es la recomendada para realizar el urocultivo debido a la alta probabilidad

de contaminacion del procedimiento.

Cateterismo vesical

El cateterismo o sondaje vesical se realiza en pacientes en los que la vejiga no es palpable
0 no es posible realizar una cistocentesis. La técnica debe realizarse siempre de forma
aséptica, utilizando material estéril. En caninos y felinos machos, a diferencia de la recoleccion
por chorro medio, este método introduce un numero reducido de microorganismos de la
microbiota normal en la muestra de orina. Por el contrario, el cateterismo de las perras, incluso
cuando se realiza bajo una técnica aséptica, introduce un mayor nimero de la microbiota
comensal. Por lo tanto, cuando se utiliza esta técnica de extraccion, se debe tener en cuenta
la observacién de leucocitos y piocitos en el sedimento urinario para determinar si el desarrollo

bacteriano es mono o polimicrobiano (Figura 9.1).

Figura 9.1

Obtencion de muestra de orina por sondaje vesical de un canino
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Cistocentesis o puncién vesical

La puncion vesical o cistocentesis es el método de eleccién para recolectar muestras para
cultivo debido a que se trata, normalmente, de una muestra no colonizada o aséptica. Cualquier
bacteria presente es indicativa de infeccion. Para su realizacion se debe comprobar que haya
suficiente orina en vejiga (por palpacion o ecografo), extraer con jeringa y aguja estéril y colocar

la orina en frasco estéril.

Transporte y conservacion de la muestra

Una vez obtenida, la muestra debe ir acompafada de un protocolo donde se detallen datos
del propietario, resefia del paciente (hombre, especie, raza, sexo, edad), el método y horario
de recoleccion utilizado, asi como cualquier dato complementario, como por ejemplo si el
animal recibio fluidoterapia o tratamiento previo con antibidticos. Los resultados obtenidos en
el andlisis de orina pueden estar alterados no solo por las maniobras de toma de muestra, sino
también por el manejo y acondicionamiento de esta.

Los recipientes usados para transportar la muestra deben estar limpios, secos y libres de
detergentes y agentes de limpieza ya que estos alteraran los resultados. Es por esta razén que
en muchas ocasiones el laboratorio provee o recomienda el uso de los frascos colectores
estériles comerciales.

Lo ideal es realizar el procesamiento de la muestra de orina en el laboratorio dentro de las
2 o 3 horas de obtenida o bien, conservarla refrigerada a 4 °C y remitirla dentro de las 6 - 8
horas. Nunca se deben congelar, pues se destruiran los elementos formes observables
microscopicamente en el estudio del sedimento urinario. Las muestras mantenidas a
temperatura ambiente se alteran con rapidez, ya que la mayoria de las veces, son recolectadas
por chorro medio o sondaje (es decir que son muestras colonizadas con microbiota normal
proveniente de uretra, vagina o prepucio). A medida que transcurren las horas, el crecimiento
exponencial de los microorganismos presentes, altera la muestra ya que las bacterias toman
como sustrato a la urea (metabolito que se elimina normalmente por orina) y la desdoblan a
amoniaco que Iluego se combina con iones hidrégeno produciendo amonio.
Consecuentemente, se incrementa el pH de la orina (torndndose alcalino) ocasionando la
desintegracién de los elementos formes que puedan estar presentes, ya que esas estructuras

tienden a disolverse en orinas alcalinas.
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Urianalisis

El urianalisis (analisis de la orina) completo consiste en tres examenes diferenciados:

— Bioquimico: se evaluan alrededor de nueve componentes con utilidad clinica para
valorar los estados de salud y de enfermedad.

— Macroscopico: en el que se evalua el aspecto de la orina, su color y transparencia.

— Microscopico: se identifica y cuenta el tipo de células, cilindros, cristales y otros
componentes como bacterias y moco, que podrian estar presentes en la orina. El
examen microscopico, normalmente se realiza en el caso de encontrar alguna
anomalia en los examenes macroscopico o bioquimico, aunque también puede
realizarse directamente si el veterinario lo solicita.

Un hallazgo anormal del urianalisis suele continuar con la repeticion de la prueba para

confirmar los resultados, o bien, la realizacion de pruebas adicionales en orina o en sangre para

establecer un diagndstico.

Examen bioquimico

Para realizar esta determinacion, se utilizan con frecuencia las tiras reactivas, que pueden
aportar parametros quimicos que guian el proceso de diagndéstico de las infecciones urinarias.
Es necesario tener en cuenta que, tanto en gatos como en perros, algunos parametros pueden
dar resultados falsos (positivos o negativos) debido a la dieta u otras patologias (Figura 9.2).

Las pruebas de las tiras reactivas que cobran mayor importancia en la interpretacién de los
urocultivos son:

— Esterasa leucocitaria: indicador indirecto de leucocitos.
— Presencia de nitritos: indica bacteriuria, ya que las bacterias degradan los nitratos

urinarios.

— pH: puede variar segun el microorganismo presente. Una orina alcalina sugiere la
presencia de organismos ureasa positivos, como Proteus, Staphylococcus o
Corynebacterium urealyticum. El pH acido es mas frecuente en las infecciones por E.

coli.

— Densidad urinaria: es un parametro que se observa con cierta precaucion, ya que su
variacion no es indicativa de la presencia de un grupo bacteriano en particular. Por
ejemplo, cuando la infeccién urinaria estd causada por Escherichia coli la densidad
puede estar baja o no.

— Sangre y proteinas: su presencia puede indicar infecciones urinarias.
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Figura 9.2
Tiras reactivas para analisis bioquimico de orina

a

Examen microscopico del sedimento urinario

El examen microscopico se realiza sobre el sedimento urinario. La orina se centrifuga a
bajas revoluciones para concentrar las estructuras presentes en el fondo del tubo.
Posteriormente, se descarta el sobrenadante y unas gotas del sedimento se reservan para la
observacion.

— Latécnica mas frecuente es la observacion en fresco. Se coloca una gota del sedimento
urinario entre porta y cubreobjeto y se observa con objetivos de menor aumento (10 X) y
luego mayor aumento (40 X). Se realiza el recuento de células, cristales y otras estructuras
por campo. Células epiteliales, eritrocitos y leucocitos se informan como “escasos”,
“aumentados” o ‘“incontables”, mientras que las bacterias, mucus, cilindros, como
presencia o ausencia (Tabla 9.1). Con fines microbiolégicos, si bien los profesionales con
afos de experiencia tienen la habilidad para determinar la morfologia de las bacterias
observadas, la precisién puede verse reducida en muestras de orina de baja densidad. Es
una técnica valiosa cuando los resultados son negativos, pero la prediccién del positivo es

deficiente.

Figura 9.3

Observacion en fresco de sedimentos urinarios caninos

Nota. a y b: escaza cantidad de cristales de oxalato de calcio. Magnificacion 400 X.
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— Observacién con tincién: si bien no es una técnica frecuente para la observaciéon de
sedimento urinario en laboratorios clinicos, su implementacion en bacteriologia permite
mas precision y detalle de las estructuras presentes en la muestra. Hay buena correlacion
entre los resultados de los frotis de orina de perro tefiidos con Gram respecto al de los
cultivos, cosa que no se vio con la observacion en fresco. En algunas especies, la

sensibilidad del frotis con tincion de Gram poder ser de 10° o mas bacterias por mililitro.

Los hallazgos en el analisis del sedimento urinario que sugieren infeccion son piuria,
hematuria y bacteriuria y se correlacionan con resultados positivos en el urocultivo. La mas

especifica es la bacteriuria.

Tabla 9.1

Valores de los elementos que se pueden encontrar en la orina

Elementos Escasa Regular Abundante
CEE < 5 por campo 5 —10 por campo > 10 por campo
CET < 5 por campo 5 —10 por campo > 10 por campo
Células renales < 5 por campo 5 —10 por campo > 10 por campo
Eritrocitos 1 2 3
< 5 por campo 5—10 por campo > 10 por campo
Leucocitos 1 2 3
< 5 por campo 5—10 por campo > 10 por campo

Nota. CEE: Células epiteliales escamosas. CET: Células epiteliales de transicion

Urocultivo

Existen numerosos medios de cultivo para sembrar muestras de orina y su eleccion debe
contemplar la relacién costo-beneficio, de modo de elegir la opcién que permita la recuperacion
de la mayoria de los patégenos con el menor costo posible.

El medio CLDE (cisteina libre de electrolitos) es el mas utilizado para el aislamiento,
recuento e identificacion presuntiva de microorganismos, ya que permite el desarrollo de la
mayoria de los patdgenos urinarios y previene el desarrollo invasor de Proteus spp. Es un medio
deficiente en electrolitos. La peptona, el extracto de carne y la tripteina aportan los nutrientes
necesarios para el adecuado desarrollo bacteriano. La lactosa es el hidrato de carbono
fermentable, la L-cistina es el agente reductor, el azul de bromotimol es el indicador de pH y el
agar es el agente solidificante. La diferenciacion de las bacterias se basa en la utilizacion que

puedan hacer de la lactosa; las bacterias que la fermentan acidifican el medio que vira del verde
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al amarillo, mientras que las que no lo hacen, forman colonias incoloras que viran el medio al
color azul. La restriccion de electrolitos impide el desarrollo invasor de especies de Proteus, por
tal motivo, es un medio ideal para el recuento de colonias.

Ante la sospecha de infecciones causadas por bacterias nutricionalmente exigentes, el
medio de cultivo de eleccion es el agar sangre.

Técnica de siembra

La siembra debe realizarse a partir de la orina sin centrifugar utilizando la técnica por
agotamiento. Si la orina fue obtenida en la miccién y se utiliza un ansa calibrada, se podra tener
una estimacion de la carga bacteriana presente.

La mayoria de las bacterias causantes de infecciones urinarias en perros y gatos son
aerobias/anaerobias facultativas, mesofilas y de crecimiento rapido, por lo cual, la incubacion

de rutina se realiza en atmosfera ambiental, a 35 °C (+ 2°C), durante 24 - 48 horas.

Figura 9.4

Técnica de siembra de orina con ansa calibrada en agar CLDE

Nota. Siembra de orina con ansa calibrada de 10 pl.

Interpretacion del crecimiento bacteriano

Para la correcta interpretacion de los urocultivos se deben tener en cuenta varios factores
como la técnica de muestreo, los resultados de la observacion microscopica del sedimento, el
resultado del cultivo y la clinica del animal, entre otros.

Como se menciond, en la mayoria de las ITU esta involucrada una sola especie bacteriana
que se encuentra en grandes cantidades (mas de 108 UFC/ml). Se debe evaluar
cuidadosamente toda la informacion recabada cuando se obtiene un urocultivo con aislamiento
de multiples tipos de bacterias o en cantidades bajas (menos de 10% UFC/ml). Una de las
causas de obtencién de cultivos polibacterianos, puede ser la contaminaciéon de la orina con
contenido intestinal. Cuando multiples tipos de bacterias estan presentes en la ITU, los
catéteres urinarios permanentes o las anomalias anatémicas marcadas suelen ser la causa

predisponente.
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Perros. En perros machos, una concentracion superior a 10* UFC/ml en una muestra
cateterizada indica infeccion. Una concentracion inferior a 103 UFC/ml sugiere contaminacion.
Valores intermedios pueden indicar contaminacién o infeccién. Otra informacién del caso, como
la historia clinica, la exploracion fisica, los resultados del analisis de orina y el grado de posible
contaminacion durante el cateterismo, puede ayudar a determinar si existe infecciéon cuando
los resultados del cultivo no son concluyentes. Las muestras de orina de chorro medio o
cateterismo de perras no deben utilizarse para cultivo debido a la probabilidad de
contaminacion.

Gatos. En gatos machos y hembras, en muestras de orina obtenidas por cateterismo, un
recuento bacteriano superior a 103 UFC/ml se considera indicativo de infeccion. Si se debiesen
analizar muestras de chorro medio de un gato disurico y la contaminacién durante la recoleccion
fue minima, un recuento superior a 10° UFC/ml sugiere infeccién. En algunos casos, se
encontraron recuentos superiores a 105> UFC/ml que no correspondian a una infeccion, ya que
los resultados del cultivo con la muestra obtenida por cistocentesis fueron negativos. Los
resultados del analisis de orina deben correlacionarse con los del cultivo para determinar si las
bacterias son resultado de una infeccion o contaminacion.

Sondas urinarias permanentes. La cantidad de bacterias puede variar rapidamente en
perros y gatos con sondas urinarias permanentes. Es importante realizar un cultivo de orina al
retirar la sonda o 24 horas después.

La bacteriuria en el sedimento de una muestra de orina obtenida por cistocentesis con un
resultado negativo en el urocultivo, puede ocurrir como consecuencia de microorganismos no
viables, contaminaciéon de la muestra, manipulacion o cultivo inadecuados de la muestra,
interpretacion errénea del movimiento browniano o restos amorfos como bacterias. Los
resultados falsos negativos (no se observan bacterias en el urocultivo, pero el resultado es
positivo) son posibles porque debe estar presente un gran numero de microorganismos para
que la visualizacién sea consistente.

La piuria no siempre se asocia a bacteriuria; por lo tanto, la ausencia de piuria no puede
utilizarse como evidencia de ausencia de bacteriuria. La piuria sin bacteriuria visible solo indica
inflamacion y estéd indicado un cultivo de orina para determinar si la infeccion es la causa. Las
bacterias son mas dificiles de detectar que los leucocitos en el examen del sedimento urinario.
La infeccion con minima invasion tisular puede no inducir piuria y la magnitud de la respuesta

leucocitaria parece variar notablemente, incluso en el mismo animal.

Tabla 9.2

Criterio para determinar infeccién urinaria segun la técnica de obtencion de la muestra

. Bacterias/ml
Obtencidn de la muestra L .
Contaminacion Infeccién

> 105en gatos?

Miccion <10 . )
indeterminado en perros
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Cateterismo vesical < 108 perros machos. > 10* en perros machos
Presencia de bacterias en
perras > 103 en gatos. Solo
presencia en catéteres
< 103en gatos permanentes
Cistocentesis < 10°% >108

Nota. Adaptado de Criteria for Determining Infection in Urine Specimens Based on Method of
Collection, J.A. Barsanti, 2012, Fuente: Infectious diseases of the dog and cat. a: un pequeio
numero de gatos clinicamente sanos presentoé 105 bacterias/ml con este método de recoleccion.
b: la presencia de bacterias en la orina de la vejiga sugiere una infeccion, pero es posible que
se detecten cantidades bajas debido a la contaminacién de la piel o al procesamiento, ya que

la mayoria de las infecciones del tracto urinario se asocian con una gran cantidad de bacterias.

Identificacion fenotipica de los aislamientos

Una vez aislada la bacteria y analizadas las caracteristicas de la colonia en el medio de
cultivo seleccionado, comienza el proceso de identificacion bacteriana.

Se analiza la morfologia y se cuantifican las colonias.

Para determinar las caracteristicas morfolégicas vy tintoriales de las bacterias aisladas, se
realiza la tincién de Gram.

Segun lo observado en los cultivos y en la tincion de Gram, se seleccionan las pruebas de
identificacién bioquimicas y fisioldgicas correspondientes. A modo orientativo, se pueden seguir
los flujogramas para las bacterias aisladas con mayor frecuencia a partir de urocultivos (Figura
9.5 y Figura 9.6).

Figura 9.5

Flujograma para identificacion de bacterias Gram negativas

Bacilos Gram negativos

Pruebas de oxidasa

Diferenciacion de
bacilos no
fermentadores como
Pseudomonas spp.:
Crecimiento en agar
Cetrimidaa 42°C,
preduccion de
pigmentos,
entre ofras

Diferenciacién
fenotipica
de enterobacterales

TSI, Citrato,
SIM, LIA
Urea, entre otras
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Figura 9.6
Flujograma para identificacion de bacterias Gram positivas

Cocos Gram positivos

@ Prueba de catalasa

Diferenciacion fenctipica
de especies del género
Staphylococcus spp.

Coagulasa,
Voges Proskauer,
Fermentacién de

trehalosa, manitol, y

maltosa, PYR

Diferenciacion fenctipica
de géneros Enterococcus
y Streptococcus

Bilis Esculina, PYR, CINa
6,5 %, hemdlisis,
fermentacién de hidratos

de carbono,
entre otros.

El empleo de ciertas pruebas bioquimicas permite identificar con un alto grado de precision

la mayoria de las bacterias clinicamente significativas, caso contrario, pueden utilizarse

diferentes sistemas comerciales. El resultado se coteja con pruebas estandarizadas o con

perfiles numéricos de identificacion.

Galeria de imagenes

La Figura 9.7 corresponde al cultivo de orina de una hembra canina en el medio CLDE luego

de 24 horas de incubacién a 37 °C en atmdsfera normal. El crecimiento es polibacteriano en la

primera estria (103 UFC/ml). En este caso, si en el fresco no se observaron leucocitos ni formas

bacterianas preponderantes, se puede considerar como muestra negativa. Si en el fresco se

observaron leucocitos, se deben considerar posibles contaminaciones en la toma de muestra

y/o errores en su conservacion y transporte.

Figura 9.7
Crecimiento polibacteriano en CLDE
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La Figura 9.8 corresponde al urocultivo de una hembra canina en el medio CLDE. Se
observa crecimiento de un solo tipo de bacterias fermentadoras de la lactosa, colonias
amarillas, con desarrollo hasta la segunda estria (10* UFC/ml). Mediante la interpretacion de la
bateria de pruebas fisiolégicas y bioquimica se identific6 como Escherichia coli, en TSI:
fermentod la glucosa vy utilizé la lactosa, en medio SIM: indol positiva y mévil, citrato negativo,

lisina descarboxilasa positiva y ureasa negativa.

Figura 9.8
Crecimiento en CLDE e identificaciéon bioquimica de E. coli

Nota. a: desarrollo de E. coli en CLDE. b: de izquierda a derecha, TSI, SIM. agar citrato

de Simmons, LIA, agar urea de Christensen.

La Figura 9.9 corresponde al urocultivo de una hembra canina en el medio CLDE. Se
observa crecimiento de un solo tipo de colonias mucosas, confluentes, amarillas
(fermentadoras de la lactosa), con desarrollo hasta la cuarta estria (108 UFC/ml). Mediante la
interpretacion de la bateria de pruebas fisiolégicas y bioquimica se identific6 como K.
pneumoniae, en TSI: fermentd la glucosa con produccién de gas, utilizé la lactosa, en medio

SIM: indol negativa e inmovil, citrato, lisina descarboxilasa y ureasa positiva.
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Figura 9.9

Crecimiento en CLDE e identificacion bioquimica de Klebsiella pneumoniae

Nota. a: desarrollo de K. pneumoniae en CLDE. b: de izquierda a derecha, TSI, SIM. agar
citrato de Simmons, LIA, agar urea de Christensen.

La Figura 9.10 corresponde al urocultivo de una hembra canina en el medio CLDE. Se
observa crecimiento de un solo tipo de colonias (no fermentadoras de la lactosa), con desarrollo
hasta la segunda estria (10* UFC/ml). Mediante la interpretacion de la bateria de pruebas
fisioldgicas y bioquimica se identific6 como Proteus mirabilis, en TSI: producciéon de SHz, no
utilizo la lactosa, en medio SIM: indol negativa y mavil, citrato negativo, en medio LIA se observa

color bordé debido a la desaminacion de la lisina y ureasa positiva.

Figura 9.10
Crecimiento en CLDE e identificaciéon bioquimica de Proteus mirabilis

Nota. a: desarrollo de Proteus mirabilis en CLDE. b: de izquierda a derecha, TSI, SIM.

agar citrato de Simmons, LIA, agar urea de Christensen.
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Figura 9.11

Aislamiento de Staphylococcus pseudintermedius a partir de la colecta vesical de un gato con
obstruccion uretral

Nota. a: observacion directa con tincién de Gram, cocos gram positivos y célula

de transicion en raqueta. b: observacion directa con Giemsa, bacterias en
forma de cocos, un leucocito y eritrocitos. c: cultivo primario en agar sangre con
predominio hasta tercera estria, de colonias blancas. d: tincion de Gram

poscultivo, cocos gram positivos en racimo.
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TERCERA PARTE

Procesamiento de muestras clinicas
Bacteriologia Especial
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CAPITULO 10
Leptospirosis

Paula Lorena Martin

La leptospirosis es una zoonosis de distribucion mundial, con relevancia para la salud
publica, el bienestar animal y la produccién agropecuaria. El género Leptospira esta integrado
por 70 especies agrupadas en 2 clados, el S “saprofitas”, que incluye especies aisladas de
ambientes naturales que no causan infecciones y el P “patdgenas/intermedias”, que integra a
todas las especies responsables de infecciones en animales y seres humanos. Ambos clados

se dividen en 2 subclados (Figura 10.1).

Figura 10.1

Divisién del género Leptospira en clados y subclados

Género Leptospira
PATOGENAS SAPROFITAS
P1 P2 $1 S2
L. interrogans L. licerasiae L. biflexa L. idonii
L. kirschneri L. hartskeerlii L. bouyouniensis L. ilyithenensis
L. noguchii L. dzoumogneensis L. jelokensis L. kobayashii
L. santarosai L. venezuelensis L. yanagawae L. ognonensis
L. mayottensis L. selangorensis L. kemamanenesis L. ryugenii
L. borgpetersenii L. haakeii L. tevettii
L. al deri L.a L. ellinghauseni
L. weilli L. saintgironsiae L. brenneri
L. alstonii L. koniaboensis L. perdikensis
L. dzianensi: i ledonica L. chreensis
L. yasudae L. johnsenii L. tepstrae
L. barantonii L. sarikeiensis L. abararensis
L. kmetyi L. langatensis L. vanthielli
L. tipperaryensis L. semugkikensis L. wolbachii
L. sinlahdjerensis L. wolffi L. congkakensis
L. putramalaysiae L. fletcheri L. noumeaensis
L. stimsonii L. fluminis L. kanakyensis
L. aii lensi: Lh i L. mtsangambouensis
L. adleri L. inadai L. bourretii
L. ellisii L. fainei L. meyeri
L. gomenensis L. perolatii L. harrisiae

L. bandrabouensis
L. montravelensis

Con respecto a la infeccidn con Leptospira spp., numerosas especies de animales
domésticos y silvestres son susceptibles. Particularmente en pequefos animales, es mas
frecuente en caninos domésticos; la enfermedad puede ser subclinica o clinica. En este ultimo

caso, la manifestacion puede ser sobreaguda, aguda, subaguda o croénica y la gravedad se ve
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influenciada por factores como edad del paciente, estado inmunitario y virulencia de la cepa
infectante.

Para el diagndstico presuntivo de leptospirosis, se combinan los datos obtenidos en la
anamnesis, el examen fisico, estudios hematoldgicos, bioquimica clinica y urianalisis; la
confirmacion se puede realizar mediante el diagnéstico seroldgico (indirecto) o diagndstico
directo (aislamiento bacteriano, observacidn microscépica o aplicacion de técnicas
moleculares).

Debido a que las pruebas disponibles tienen ciertas limitaciones en su aplicacion y que es
necesario arribar al diagnoéstico de la enfermedad por ser de denuncia obligatoria, se
recomienda la combinaciéon de ambos tipos de diagndstico.

En este capitulo se describiran los métodos de diagnédstico directo e indirecto de la

leptospirosis en pequefios animales.

Diagnéstico por métodos directos

Aislamiento e identificacion bacterianos

El aislamiento y la identificacion bacterianos son los métodos mas valiosos para identificar
serovares y aportar informacién epidemioldgica sobre especies circulantes en una region; sin
embargo, es menos util para tomar decisiones rapidas en el escenario clinico.

Dados los requerimientos nutricionales que tiene este grupo bacteriano, se utilizan medios
de cultivo especiales adicionados con vitamina B y acidos grasos de cadena larga, siendo el
mas utilizado el medio semisélido de Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris (EMJH). Para
muestras provenientes de areas colonizadas, se recomiendan medios selectivos que tienen el
agregado de sustancias inhibidoras, 5 fluorouracilo (5FU), o bien, soluciones de
antimicrobianos como sulfametoxazol, trimetoprima, anfotericina y fosfomicina junto con 5FU
(STAFF) (Figura 10.2).

La siembra puede realizarse a partir de muestras de sangre, orina o tejidos antes de la
administraciéon de antimicrobianos. En relaciéon con la eleccion de cada tipo de muestra, se
recomienda que la sangre sea extraida en los primeros 10 dias de la aparicién de los signos
clinicos, mientras que la orina se extrae luego de este periodo. Cuando el comienzo de la
enfermedad es desconocido, se deben enviar ambas muestras con el fin de incrementar la
posibilidad de aislamiento.

Las leptospiras tiene condiciones de incubacién particulares:

— Tiempo: requiere de periodos de incubacion prolongados, entre 4 y maximo de 6
meses antes de considerarlos negativos.

— Temperatura: a diferencia de otros grupos bacterianos, la temperatura 6ptima de
crecimiento de las leptospiras es de 29 °C.
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El desarrollo bacteriano debe controlarse semanalmente mediante observaciones del cultio
con microscopio de fondo oscuro. La confirmacion y caracterizacion del aislamiento se realiza
mediante pruebas moleculares e inmunoserologicas. En ocasiones, puede observarse
desarrollo macroscopico en forma de anillos de Dinger, no obstante, la falta de este hallazgo

no descarta el crecimiento positivo (Figura 10.3).

Figura 10.2
Medio de cultivo especial EMJH

Figura 10.3
Medio semisolido EMJH sembrados con una muestra de orina de un canino con sospecha de

leptospirosis

Nota. En el tubo de la derecha se
observa la formacioén de un anillo de

Dinger.
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Procesamiento de muestras clinicas: sangre, orina y érganos

Para la siembra de muestras de sangre u de orina obtenida por puncién vesical se
colocan entre 0,5 y 1 ml en el primero de una serie de 4 tubos con medio semisdlido EMJH y
se realizan diluciones seriadas con el fin de minimizar los efectos inhibitorios de este tipo de
muestra (Figura 10.4).

Para las muestras de orina obtenidas por sondaje (muestra colonizada) se recomienda
utilizar medios selectivos o bien sembrar 1 ml de orina previo pasaje por filtros esterilizantes de
0,22 ym (Figura 10.5).

En aquellos casos que se disponga de 6rganos de necropsia, la muestra de eleccion son

los rifiones.

Figura 10.4

Técnica de siembra de una muestra de sangre para diagnéstico de leptospirosis

Nota. A: Recoleccién con pipeta estéril de 0,5 - 1
ml de sangre extraida en un tubo con heparina.
B: Siembra en el primero de una serie de 4 tubos
conteniendo medio semisdlido de EMJH. C:
Diluciones seriadas en base diez en los tres

tubos restantes.
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Figura 10.5

Técnica de siembra de una muestra de orina para diagnéstico de leptospirosis

Nota. A: Recoleccién con pipeta estéril de 0,5 -1 ml de orina extraida por puncién vesical

en un tubo estéril. B: Siembra en el primero de una serie de 4 tubos conteniendo medio
semisolido de EMJH. C: Siembra de orina extraida por sondaje previo pasaje por un filtro

de 0.22 um. D: Diluciones seriadas en base diez en los tres tubos restantes.

Deteccion molecular de leptospiras

Para el diagndstico en pequefos animales la técnica molecular mas utilizada es la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). Esta prueba presenta como ventaja la posibilidad de
deteccion del ADN de Leptospira spp. antes de la aparicion de los anticuerpos, lo que la
convierte en una valiosa herramienta de diagndstico temprano en el curso de la enfermedad.

Para la confirmacion diagndstica, la PCR se realiza a partir de muestras de sangre u orina,
no obstante, en casos de necropsia se pueden enviar muestras de tejido, como rifion y pulmon.
Al igual que con el cultivo, se recomienda enviar sangre completa extraida en los primeros 10
dias de la enfermedad y orina después de la primera semana. Si se desconoce el tiempo de la
infeccion, se pueden enviar ambas muestras para aumentar la posibilidad de deteccion.

En las ultimas décadas se han desarrollado multiples ensayos dirigidos a diferentes genes
conservados dentro del genoma de Leptospira, siendo los mas utilizados los fragmentos de los

genes rrsy lipL32, que codifican el ARN ribosomal 16S y una lipoproteina de membrana externa
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respectivamente. Con respecto a las técnicas de la PCR, existen protocolos de punto final, o
en tiempo real con incorporacién de controles internos de amplificacion, siendo esta ultima la
de eleccion por su sensibilidad y menor probabilidad de contaminacion con productos

amplificados (Figura 10.6 y Figura 10.7).

Figura 10.6

Gel de agarosa de un ensayo de PCR punto final dirigida a un fragmento del gen rrs

1 2 3 456 7 8 9 101112 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 2829 30

Nota. Calle 1: control negativo de PCR. Calle 2-7: muestras de sangre con EDTA y suero
negativas. Calle 8-10: muestra de orina del mismo paciente positiva. Calle 11-13: muestras de
sangre con EDTA y suero negativas. Calle 17-19: muestra de orina del mismo paciente
positiva. Calle 20-28: muestras de sangre con EDTA, suero y orina negativas. Calle 29:
control positivo de PCR correspondiente a una banda de 331pb. Calle 30: Marcador de peso

molecular de ADN, 100bp.

Figura 10.7
Grafico de amplificacion correspondiente a una PCR en tiempo real realizada a partir de sangre

con EDTA, suero y orina de un paciente con sospecha de leptospirosis

Amplification Plot

ARN
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0.00001

0.000001

Cycle

Nota. Flechas negras: corresponden al pocillo del control positivo (curva azul)

mas el control interno de amplificacion (curva rosa). Flecha verde: corresponde a
las curvas de la muestra de orina positiva por triplicado. Flecha roja corresponde
a las curvas del control interno de amplificacion de la muestra positiva y del resto

de las muestras negativas.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 132



BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

Diagnésticos indirectos

Prueba de aglutinaciéon microscoépica

La prueba de aglutinacion microscépica (MAT), es el método seroldgico de referencia para
el diagnéstico de leptospirosis tanto en seres humanos como en animales. La misma, consiste
en enfrentar el suero diluido del paciente sospechoso, con los antigenos (cultivos vivos) de
Leptospira spp., crecidos en medio liquido EMJH (Figura 10.8). En la realizacion de la prueba
deben incluirse todos los serovares epidemioldgicamente relevantes en la regién y aunque no
existe una normativa al respecto, en Argentina, para el caso de caninos, se recomiendan como
minimo 6 serovares mientras que para felinos se deberian incluir 24 serovares (uno de cada
serogrupo).

En caninos, se parte de una dilucién del suero 1:100 y en felinos 1:25 y se enfrenta con los
distintos antigenos para verificar la presencia de anticuerpos contra Leptospira spp.
Posteriormente, aquellos sueros que reaccionaron a la primera prueba son diluidos en
progresion geométrica en base 2 hasta la ultima dilucién que presente la aglutinacion
mencionada y es considerada como titulo final (Figuras 10.9.A, 10.9.B y 10.10). La lectura se
realiza en el microscopio de fondo oscuro y se considera reactivo aquel suero que aglutina el
50 % de Leptospira spp., en comparacion con un testigo (Figura 10.11).

Con el fin de realizar una correcta interpretacion de los resultados obtenidos mediante la
prueba de MAT, se deben evaluar muestras del paciente en el periodo agudo y convaleciente

para evidenciar seroconversion (aumento de cuatro veces en el titulo entre ambas muestras).

Figura 10.8

Panel de serovares de Leptospira para la realizacion de MAT

| | 3 2
IJ
1 1
T 31 |
il 8
i
=0l SR

e
-

ar
LT mes.

Nota. A: Panel de antigenos en medio liquido de EMJH utilizados
para la prueba de MAT en pequefios animales. B: Desarrollo de un
cultivo de L. interrogans serovar Canicola en la que se observa la
produccion de ondas muaré a modo de un velo en el medio

liquido.
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Figura 10.9.A

Esquematizacion de la serie de diluciones para la realizacion de la MAT con suero canino
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Figura 10.9.B

Esquematizaciéon de las diluciones seriadas de sueros caninos previamente reactivos a

Leptospira interrogans serovariedad Canicola y L. interrogans ser. Pyrogenes
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Figura 10.10
Secuencia de realizacion de una MAT

Nota. A 'y B: Preparacion de la dilucion de los sueros problemas en una
dilucion 1:50 con PBS. C: Carga de la placa de 96 pocillos con las

diluciones iniciales de los sueros caninos. D: Carga del antigeno.

Figura 10.11

Lectura de una MAT en microscopio de fondo oscuro

Nota. A: Observacion del testigo de Leptospira interrogans serovariedad Canicola en

microscopio de fondo oscuro 10 X. B: Muestra de suero canino no reactiva. C: Muestra de

suero canino reactiva.
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El diagnéstico temprano de la leptospirosis en pequefios animales es importante debido a
la naturaleza zoonética de la enfermedad y a la necesidad de iniciar un tratamiento adecuado
en los caninos y felinos infectados. Ademas, al ser la leptospirosis un evento de denuncia
obligatoria, la eleccion adecuada de las pruebas disponibles permite la confirmaciéon de casos

sospechosos y por lo tanto una correcta notificacion de esta.
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CAPITULO 11
Micobacteriosis
Pedro Sebastian Sosa, Fiorella Alvarado Pinedo y Gabriel

Eduardo Traveria

Las micobacteriosis en caninos y felinos son producidas por bacterias del género
Mycobacterium, cuya relevancia radica en que son potencialmente zoonéticas y pueden causar
tuberculosis en los humanos. El vinculo humano-animal, formas de alimentacion y habitos de
caza, generan un contexto epidemiolégico favorable para su presentacion. Su baja incidencia,
signos clinicos inespecificos y desconocimiento de esta hacen que con frecuencia no se incluya
como diagnéstico diferencial en la clinica veterinaria. El objetivo de este capitulo es describir
los principales aspectos de su abordaje diagndstico, sus manifestaciones clinicas en animales
de compaiiia y revisar las recomendaciones para el manejo de los animales sospechosos de

micobacteriosis.

Micobacterias

Las bacterias del género Mycobacterium, son bacilos, aerobios, inmoviles, intracelulares
facultativos, poseen capacidad de sobrevivir en los macréfagos, no presentan esporos, capsula
o toxinas y en general son de crecimiento lento, con requerimientos estrictos para su desarrollo.
Son conocidos como BAAR (bacilo acido-alcohol resistente) debido a la presencia de acidos
micdlicos y lipidos complejos en su pared, que le dan resistencia a la decoloracion con alcohol
acido, cuando se colorean con la tincién de Ziehl Neelsen. Las micobacterias que afectan a
pequefos animales se pueden agrupar en tres: el complejo M. tuberculosis (CMT), el complejo
M. avium (CMA) y un tercer grupo, micobacterias ambientales no tuberculosas (MNT). Los dos
primeros son los de mayor importancia en animales domésticos, de produccién pecuaria y en

el humano.

Epidemiologia

Las infecciones por micobacterias en animales de compafia son un riesgo potencial para el

ser humano. Depende de la especie de micobacteria, la proximidad del contacto animal-
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propietario y el estado inmunitario, entre otros factores. Mycobacterium tuberculosis es la
principal causa de tuberculosis en humanos y puede afectar a perros, comportandose como
una antropozoonosis. Mayormente los casos se asocian a habitos de caza de roedores,
consumo de leche o carne/visceras crudas. En felinos, las vias de contagio pueden ser
digestiva, aerdgena y en ocasiones a través de heridas cutaneas provocadas durante la lucha,
a partir de las que se disemina en forma hematégena. Es comun la infeccién con
Mycobacterium bovis por consumo de dietas crudas y BARF (Biologically Appropiatte Raw
Food) o en caninos y felinos que viven en establecimientos de produccion lactea. Es
fundamental identificar la especie de micobacteria implicada, tipificarla y determinar su patrén
de sensibilidad a antimicrobianos. Esto permitirda adoptar medidas terapéuticas adecuadas y

evidenciar la posible cadena epidemioldgica.

Micobacteriosis felina y canina

En felinos se distinguen tres presentaciones: la tuberculosis, causada generalmente por M.
bovis, M. microti y rara vez por M. tuberculosis, por ser considerados resistentes a este ultimo;
la lepra felina cuyo agente compartido con roedores es el M. lepraemurium y otras
micobacteriosis con manifestaciones cutaneas no lepromatosas generadas por MNT. Las
presentaciones clinicas son variadas, y comorbilidades como VIF (Virus de inmunodeficiencia
felina) y VILEF (Virus de leucemia felina) predisponen su padecimiento debido a una inmunidad
celular comprometida. M. bovis es la especie de aislamiento mas frecuente en micobacteriosis
sistémicas. La signologia clinica en la tuberculosis felina es inespecifica, incluye anorexia,
fiebre, pérdida de peso, linfomegalia. Al ser una enfermedad ganglionar, sus otras
manifestaciones se asocian al sitio de localizacion de los granulomas, siendo muy comun la
afeccion de los linfonodos mesentéricos, con consecuente efusion abdominal, diarreas, vomitos
entre otros signos; Se han reportado efusiones pleurales-pericardicas, uveitis, fracturas
espontaneas, infecciones osteo-articulares. Las MNT se presentan como una inflamacién
subcuténea antes de diseminarse. Las infecciones por M. avium son raras, aunque hay razas
como el siamés con mayor predisposicién, ocasionando lesiones granulomatosas
generalizadas indistinguibles de M tuberculosis o M. bovis.

En caninos, M. bovis y M. avium son las especies mas aisladas. A diferencia de los felinos
es mas probable la infeccidn con M. tuberculosis, sobre todo en perros que han tenido contacto
con personas infecciosas. Las presentaciones incluyen formas cutaneo ganglionar, pulmonary
diseminada. La lesién cutdnea son nédulos alopécicos firmes, no pruriginosos e indoloros y
bien circunscritos, que pueden o no ulcerarse. Se suelen localizar en nariz, labios, mentén,
parpados, pliegue dorsal del pabellén auricular. La tuberculosis pulmonar se presenta con
pérdida de peso, anorexia, fiebre, tos persistente y disnea en los cuadros mas avanzados. En
tuberculosis diseminada los sintomas se presentan en base al sistema afectado, ampliandose

de esta manera la lista de posibles diagnédsticos diferenciales. Se reportaron cuadros cardiacos,
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hepaticos, neuroldgicos, entre otros. El agente productor de la tuberculosis aviar, M. avium, se
identific6 como causal de diarreas crénicas en caninos, similar a la paratuberculosis en

rumiantes; sociado a una posible susceptibilidad de las razas Schnauzer y Basset Hound.

Diagnéstico

El diagndstico en micobacteriosis no suele ser sencillo, en un principio la enfermedad tiene
un curso subclinico y sus manifestaciones incipientes son poco orientativas y comunes a
muchas otras noxas. Se suelen tener en cuenta después de tratamientos ineficaces contra otras
patologias. En su abordaje diagndstico es importante realizar una anamnesis minuciosa con la
finalidad de recabar informacion sobre la raza, la alimentacion, los habitos del animal, lugar de
residencia, convivencia con otras especies, entre otros datos. Los diagnédsticos diferenciales
deberian de incluir otras infecciones granulomatosas, dermopatias, complejo granuloma
eosindfilo, linfadenopatia, erlichiasis, enfermedad inflamatoria intestinal, PIF (Peritonitis
Infecciosa Felina), afecciones oncoldgicas como linfomas, VIF-VILEF. Podemos dividir los
meétodos diagnésticos en directos, que detectan al agente causal, e indirectos, que detectan la

respuesta inmune que este Ultimo genera en el hospedador.

Figura 11.1

Lesiones cutaneas y oculares en felinos y caninos

Nota. A, B y C: paciente felino, macho de aproximadamente 2 afios de edad, el mismo
presentaba Ulceras en la piel de la cara y regién sacra, artritis y pérdida de peso. D:
BAAR, correspondientes a la citologia efectuada en este caso. E: Canino con

granuloma leproide en nariz. F: Canino raza pit bull, con lesiones ulcerativas en la base
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del pabellon auricular, compatible con granuloma leproide. Fotografias adaptadas con
permiso, gentileza de los MV. Arroyo Franco (A, B, C y D), Cravero Mariano (E) y
Peralta Mario (F).

Toma de muestras

Se pueden obtener muestras por raspado de lesiones cutaneas o biopsias, puncion
aspiracion con aguja fina (PAAF) de linfonodos afectados; puncion eco guiada o durante
laparotomia exploratoria de linfonodos mesentéricos, hisopados y lavados bronco-alveolares,
para posteriormente realizar sobre estas matrices la baciloscopia, aislamiento y PCR (reaccién

en cadena de la polimerasa).

Métodos directos

Citologia

El examen citolégico, revela una reaccion piogranulomatosa con neutréfilos, macrofagos y
células gigantes. La tincion tipo Romanowsky (Tincion15®, Diff-Quick®, Wright, May
Grunwald/Giemsa) usualmente aplicada en citologia no colorea micobacterias, por lo tanto los
bacilos no tefiidos, intra o extracelulares, se ven formando negativos o "fantasmas" (Figura
11.2).

Figura 11.2

Tincién 15 de impronta de lesién cutanea

Nota. Se observan bacilos no tefidos en el interior de un

macréfago (Flecha roja) y presencia de neutréfilos (Flechas
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amarillas). Citologia caracteristica de la inflamacion
piogranulomatosa. Fotografia adaptada con permiso,

gentileza del MV. Franco Arroyo.

Tincién de Ziehl Neelsen (ZN)

Como ventaja la coloracién de ZN es relativamente sencilla, se puede realizar en la clinica
veterinaria; sobre material aspirado, improntas de 6rganos y raspados cutaneos entre otros. Su
sensibilidad puede variar, siendo menor en lesiones paucibacilares (pocos bacilos). Sobre el
extendido fijado con calor, se aplica fucsina de Ziehl como colorante primario, se calienta para
favorecer su penetracién durante unos 5 minutos, posteriormente se decolora con alcohol-
acido, se enjuaga bien y se anade como contraste azul de metileno. Toda célula que haya sido
decolorada toma color azul, mientras que las micobacterias son BAAR y conservan el color
fucsia (Figura 11.3).

Figura 11.3

Tincién de Ziehl Neelsen. Observacion microscépica de BAAR

Cultivo

Las bacterias pertenecientes al CMT y el CMA por lo general son de crecimiento lento,
requieren periodos de incubacién prolongados, entre una semana hasta tres meses, al
contrario, las MNT son de crecimiento rapido, llegando a desarrollarse antes de una semana
de incubacion. Se suelen realizar descontaminaciones como la de Petroff sobre las muestras
con la finalidad de limitar el desarrollo de contaminantes. Los medios de cultivo utilizados
incluyen yema de huevo como el medio de Herrold; el Stonebrink suplementado con piruvato,
preferente para el cultivo de M. bovis y Léwenstein Jensen, suplementado con glicerol,
preferencial para M. tuberculosis y otras micobacterias (Figura 11.4). Es importante sembrar el

inéculo en ambos medios ya que desconocemos que micobacteria es la implicada. Muchas
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veces, los tiempos de cultivo no acompanan a la urgencia del caso, pero su importancia radica
en que a partir del aislamiento se podria realizar la tipificacion, la cual nos ayuda a comprender
la cadena epidemiolégica y de ser efectuada, a tomar decisiones preventivas y terapéuticas
adecuadas.

Figura 11.4

Medios de cultivo Léwenstein Jensen y de Herrold para el aislamiento de micobacterias

non 0

Nota. Medio Lowenstein Jensen. A: sin sembrar; B: M. smegmatis, color
beige; C: M. phlei, color naranja; D: M. avium subsp avium. E: Medio de

Herrold: sin sembrar y F: M. avium subsp. paratuberculosis.

Técnicas moleculares y tipificacion

Las técnicas moleculares se basan en la identificacion de ADN micobacteriano, se pueden
efectuar sobre muestras bioldgicas o sobre el aislamiento. Son mas rapidas, pero mas
costosas, por lo tanto, menos accesibles para los propietarios. Como ejemplo, mediante la PCR
se amplifica un segmento diana de ADN de forma tal que se vuelve visible en una electroforesis
posterior a la reaccion, este segmento es seleccionado utilizando cebadores especificos para
complejo, género, 0 especie segun cual sea el objetivo de nuestra tipificacion. Inicialmente se
deberian utilizar para la diana Hsp65, la misma nos sirve para identificar el género,
posteriormente, para saber si la micobacteria implicada pertenece al CMA, se amplifica el
segmento de insercion 151245 o el CMT 1S6110. En el caso de que la misma pertenezca al
CMT, habria que tipificar con cebadores para una diana especie especifica con la finalidad de
saber si es M. tuberculosis o M. bovis (Figura 11.5), implicadas como productoras de
tuberculosis en el ser humano.
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Figura 11.5

Flujograma diagndstico y tipificacién molecular de micobacteriosis
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Nota. PAAF: puncién aspiracion con aguja fina; ZN: tincion de Ziehl Neelsen; BAAR: bacilo

acido alcohol resistente; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; CMT: Complejo M.

tuberculosis; CMA: Complejo M. avium; MNT: Micobacterias no tuberculosas. Hsp: proteinas
de choque térmico; IS: segmento de insercion; Map: M. avium subsp. paratuberculosis; Maa:
M. avium subsp. avium; Mah: M. avium subsp. hominissuis; PAR: analisis de polimorfismo de

restriccion.

Métodos indirectos

Intradermorreaccion con derivado proteico purificado (PPD)

La intradermorreaccion con PPD es poco util en pequefias especies. En lo que respecta a
Interferobn gamma y las serologias, actualmente en la Republica Argentina no se cuenta con kit
diagnosticos de ELISA o prueba de interferon gamma validadas para su uso en animales de

compafia.

Métodos de diagndstico por imagenes

Como complemento en cuadros con manifestaciones sistémicas, son utiles los diagnésticos

por imagen, para orientarnos en la toma de muestra y el abordaje diagndstico. La
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ultrasonografia permite evaluar la presencia de ascitis, hidrotérax, hepato-esplenomegalia,
presencia de masas y linfomegalia en cavidades.
Las tomas de muestras mediante puncién ecoguiada se realizan bajo anestesia-sedacion.
La radiografia de térax indicada en animales con disnea o tos frecuente pueden evidenciar
un patron intersticial difuso si la diseminacion de las micobacterias es por via sanguinea desde
la piel con el progreso hacia bronquial. En los casos de tuberculosis cuyo ingreso es por via

aerdgena, se distingue un patrén nodular multifocal (Figura 11.6).

Figura 11.6

Radiografia de térax en felino
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Acquisition Time: 14
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Nota. El patron nodular multifocal se puede presentar en otras patologias
pulmonares como neoplasias pulmonares primarias/metastasis, PIF,
aspergilosis. Incidencia latero-lateral. Fotografia adaptada con permiso,
gentileza del MV Victor Magallanes.

Necropsia/histopatologia

En animales de compaiiia no siempre se accede a la realizacion de la necropsia, ya que,
por parte de los tutores, no es un método que sea bien aceptado. La importancia radica en el
estudio en profundidad del caso, la obtencién de muestras que nos permitan evidenciar tanto
los hallazgos macroscdpicos e histopatoldgicos, como el aumentar la probabilidad de concretar

un aislamiento. Este ultimo, es de importancia para informar a los propietarios con mayor
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certeza, a fin de que si es necesario consulten a su médico y se efectlen pruebas diagnésticas

para monitorear su estado de salud.

¢ Qué se hace con un animal enfermo?

Tratamiento bajo consentimiento escrito del animal con diagnostico confirmado, si no es
posible, tratar de sugerir la eutanasia.

En caso de convivir con un animal diagnosticado o sospechoso de tuberculosis se debe
concurrir al médico del centro de salud mas cercano para que determine los pasos a seguir en

relacion a las personas expuestas.
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CAPITULO 12
Hemobacterias

Paula Lorena Martin y Florencia Vinocur

Introduccion

Las enfermedades bacterianas transmitidas por vectores en pequefios animales constituyen
un grupo de afecciones con importancia en la sanidad y el bienestar animal debido a que
pueden ocasionar cuadros que comprometen la vida de los pacientes afectados o pueden estar
asociadas a infecciones no clinicas u ocultas a largo plazo, actuando como fuente de infeccion
para otros hospedadores susceptibles. Por otra parte, la mayoria de estas enfermedades
pueden producir alteraciones clinico-patoldégicas similares, por lo que resulta importante
confirmar el caso clinico y determinar la presencia de coinfecciones, particularmente en areas
endémicas, las que podrian dificultar el diagndstico o agravar el cuadro del paciente. Dentro de
este grupo, la ehrlichiosis monocitica canina, la anaplasmosis infecciosa canina y la
micoplasmosis felina representan los procesos bacterianos patoldgicos mas frecuentes en
nuestra region, por lo cual en este capitulo se describiran los métodos de diagnéstico directo e

indirecto de estas hemobacterias en pequefos animales.

Ehrlichiosis monocitica canina y anaplasmosis

La ehrlichiosis monocitica canina (EMC) y anaplasmosis canina (AC) o trombocitopenia
ciclica infecciosa son enfermedades causadas por bacterias gramnegativas del orden
Rickettsiales, familia Anaplasmataceae, genero Ehrlichia y Anaplasma.

Ehrlichia canis es una bacteria intracelular obligada, cocoide o pleomérfica, que invade las
células sanguineas de la serie leucocitica, principalmente monocitos/macréfagos, formando
grupos de organismos llamados moérulas en el interior del citoplasma. La deteccién de moérulas
en otros tipos de leucocitos es poco comun, aunque se reportd en neutrofilos.

Anaplasma platys, puede ser bacilar, cocoide o pleomérfica y en el hospedador vertebrado
invade las plaquetas y se presenta en el interior del citoplasma en 1 a 3 vacuolas Unicas,
revestidas de membrana con 1 a 15 organismos por vacuola. La fisién binaria repetida de los

microorganismos dentro de la vacuola da como resultado la formacién de una mérula.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 147



BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

Diagnéstico

El diagnostico de EMC y AC puede realizarse en forma directa mediante la deteccién del
agente o su ADN. En el primer caso, la realizacidon de extendidos de sangre periférica y posterior
tincién con MayGrunwald-Giemsa o Metanol-Giemsa permite la visualizaciéon de estructuras
compatibles con mérulas (Figura 12.1). Desafortunadamente, la busqueda de mérulas es dificil,
requiere tiempo y presenta baja sensibilidad. Ademas, las plaquetas, los granulos azurofilos

linfociticos y el material nuclear fagocitado pueden confundirse con inclusiones.

Figura 12.1

Extendido sanguineo tefiido con metanol-Giemsa de un canino con sospecha de EMC

Nota. Monocito reactivo y en su interior una estructura basdfila

compatible con moérulas de E. canis. Magnificacién 1000 X

En relacion con la deteccion molecular del agente, la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(del inglés, PCR) constituye una prueba sensible para la confirmacion temprana de los casos
tanto de EMC como de AC. Hasta el momento se publicaron numerosos ensayos de PCR
basados en la amplificacién de diferentes fragmentos génicos (16S ARNr, p28, p30, dsb, VirB9;
groESL) que permiten detectar familia, género o especie aplicando protocolos de PCR punto
final o en tiempo real. En la Figura 12.2 se muestra una prueba de PCR punto final para la
identificacién de un fragmento del16S ARNr de familia Anaplasmataceae.

Por otra parte, dentro de las pruebas serolégicas existen métodos cualitativos como las
pruebas rapidas (Figura 12.3) y otros cuantitativos, como la Inmunofluorescencia indirecta.

En la interpretacion de los resultados con estas pruebas se debe recordar que los
anticuerpos pueden persistir por tiempo prolongado y que la sola presencia de un resultado
positivo no es inherente a enfermedad actual, principalmente en aquellas regiones donde existe

una alta prevalencia.
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Figura 12.2
Gel de agarosa de la PCR 16S ARNR de familia Anaplasmataceae

Nota. Calle 1 control negativo de la PCR. Calle 2: control negativo de
extraccion de ADN. Calle 3 a 7: muestras negativas. Calle 8: control
positivo de PCR. Calle 9: marcador de peso molecular de ADN 100pb.

Flecha azul: banda correspondiente al control endégeno de beta-actina.

Figura 12.3

Prueba inmunocromatografica para diagnostico serolégico de Ehrlichia canis y Anaplasma

platys

Nota. UranotestR. A: Prueba positiva para E.
canis y A. platys. B: Prueba positiva para E.
canis y negativa para A. platys.
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Micoplasmosis felina

Esta enfermedad es producida por bacterias hemotrépicas del género Mycoplasma (orden
Mollicutes, familia Mycoplasmataceae). Bacterias pleomoérficas debido a la falta de pared
celular, sin embargo, la forma tipica en la mayoria de las especies es cocobacilos de un tamano
de 0,2 a 0,4 ym de diametro. También pueden encontrarse en forma de cadenas que se

extienden a lo largo de la superficie de los eritrocitos en los frotis sanguineos.

Diagnéstico

Los microorganismos se pueden observar mediante observacion en frotis tefiidos con May-
Granwald Giemsa, en microscopio optico a 100 X (Figura 12.4). Se deben examinar frotis
frescos, ya que el organismo puede desprenderse de los eritrocitos en presencia de acido
etilendiaminotriacético (EDTA). Los diagnosticos falsos positivos se producen cuando los
precipitados de la tincion, el punteado basdfilo y los cuerpos de Howell-Jolly se confunden con
los microorganismos.

Por otro lado, el diagnéstico puede realizarse mediante la prueba de PCR punto final o en
tiempo real, generalmente basadas en la amplificacién de un fragmento gen ARNr 16S. Se ha
demostrado que estos ensayos son significativamente mas sensibles que la evaluacion del

frotis sanguineo.

Figura 12.4

Frotis de sangre periférica tefido con metanol-giemsa

Nota. Formas cocoides basdfilas compatibles con micoplasmas hemotrépicos.
Magnificacion 1000 X.
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CAPITULO 13
Clamidiosis
Javier Anibal Origlia

Introduccion

La familia Chlamydiaceae comprende un importante grupo de bacterias intracelulares
obligadas que son patégenas relevantes para la salud publica y animal, causando una
variedad de enfermedades crénicas o agudas. Actualmente, en el género Chlamydia se
agrupan 15 especies: C. abortus, C. avium, C. buteonis, C. caviae, C. crocodili, C. felis, C.
gallinacea, C. muridarum, C. pecorum, C. pneumoniae, C. poikilotherma, C. serpentis, C.
psittaci, C. suis 'y C. tracomatis; ademas, existen varias especies propuestas o candidatas como
Candidatus Chlamydia ibidis, Ca. C. coralli, Ca. C. sanziniae, Ca. C. testudini.

Recientemente, fue propuesto el nuevo género Chlamydiifrater dentro de la familia, en el
cual se reconocen dos especies aisladas del aparato digestivo de flamencos en cautiverio en
Francia: Chlamydiifrater phoenicopteri sp. nov. y Chlamydiifrater volucris sp. nov.

Por su estructura, son bacterias gramnegativas, aunque no se colorean con la tincién de
Gram, son intracelulares obligadas y poseen un ciclo de reproduccion bifasico con la formacion
de cuerpos elementales (CE) y cuerpos reticulares (CR). Los CE tienen forma esférica y un
tamafio de 0,2 a 0,4 um y representan las formas infecciosas, extracelulares y no activas
metabdlicamente. Los CR son las formas intracelulares metabdlicamente activas con un
diametro de 0,5 a 2 um. El ciclo se inicia cuando un CE se une a un receptor especifico de una
célula eucariota susceptible y es internalizado por endocitosis. Luego de entrar en la célula, la
vacuola endocitica evade la fusién con los lisosomas, por lo cual no es degradada y el ciclo
contintia. El CE dentro de la vacuola evoluciona a una forma laxa denominada CR, en este
tiene lugar la sintesis de macromoléculas. En condiciones favorables, CR, se divide por fision
binaria y genera un crecimiento poblacional logaritmico, para luego convertirse nuevamente en
CE que son liberados fuera de la célula huésped por lisis o exocitosis.

Estos microorganismos estan rodeados por una pared celular que es similar a la de las
bacterias gramnegativas, pero carece de peptidoglicano. Estd formada por una membrana
externa y una membrana interna. La membrana externa se compone de fosfolipidos, lipidos,
lipopolisacéridos y proteinas. Se puede encontrar al lipopolisacarido (LPS) que es un antigeno
termoestable comun a todos los miembros de la familia Chlamydiaceae. El LPS clamidial

presenta reaccion cruzada en las pruebas seroldgicas, no solo entre los distintos miembros de

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 152



BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

la familia Chlamydiaceae, sino también con algunos de los LPS de las cepas rugosas de ciertas
enterobacterias.

Dentro de las proteinas de membrana externa la MOMP (principal proteina de membrana
externa) es el antigeno dominante y esta expuesta en la superficie de la membrana, por lo tanto
es muy inmunogénica. Esta proteina funciona como una porina y consta de 5 dominios
transmembrana conservados (CDI-V) y 4 dominios variables (VDI-IV) que estan expuestos en
la superficie externa. Los dominios VDI, VDIl y VDIV son donde se localizan los epitopes
reconocidos por los linfocitos B. EI gen ompA que codifica la proteina es altamente polimorfico
y especifico del género Chlamydia, con aproximadamente el 30 % de la secuencia atribuida a
polimorfismos de nucleétidos y/o recombinaciéon. Este gen es un marcador ampliamente
utilizado para estudios clinicos, epidemiolégicos, filogenéticos y de salud publica.

Las clamidias requieren células vivas para su propagacion y suelen cultivarse en huevos
embrionados de gallina o en cultivos celulares. Debido a la naturaleza tediosa de este grupo
bacteriano, el diagndstico seroldgico (indirecto) es muy valioso. En los ultimos afios, el uso
clinico de la PCR mejoré la capacidad de diagnéstico directo de clamidiosis.

Las clamidias pueden producir infecciones inaparentes o evidentes en una amplia variedad
de hospedadores. Persisten en las mucosas ocular, respiratoria, gastrointestinal y
genitourinaria y se propagan directamente entre hospedadores a través del contacto o
aerosoles y solo sobreviven unos pocos dias en el ambiente a temperatura ambiente. La
inmunidad a estos organismos involucra mecanismos celulares y humorales. La tendencia a
causar infecciones crénicas, recurrentes o latentes, indica que solo se provoca una respuesta
inmunitaria parcial del huésped.

En gatos, C. felis es la principal especie descrita causando conjuntivitis y enfermedad
respiratoria superior. La deteccion de anticuerpos positivos para clamidias varia del 11 % en
gatos sanos al 45 % en gatos enfermos o aquellos provenientes de criaderos o refugios. Tanto
en las prevalencias basadas en el aislamiento del agente como en la detecciéon por PCR
también se observa un mayor porcentaje de positivos cuando las muestras provienen de gatos
con conjuntivitis. Existen estudios seroldgicos en gatos combinados con cultivo o deteccion
molecular que indican que la probabilidad de exposicion y aumento de la inmunidad son
mayores con la edad. Los gatos de 2 a 6 meses de edad tienen probabilidades de estar
infectados con C. felis, al igual que los gatos de hasta 1 afio. Posteriormente, la prevalencia de
la infeccion disminuye y es muy poco probable que los gatos mayores de 5 afios se infecten
con C. felis. Los gatos menores de 8 semanas de edad tienen menos probabilidades de
infectarse, probablemente debido a la inmunidad pasiva derivada de la lactancia. Se cree que
un modo primario de transmision de la infeccidon en los gatitos neonatos es a través de las
mucosas genitales de la madre durante el parto. En los gatos mayores, la transmision se
produce por contacto directo o por aerosol cercano y aun no hay evidencia de transmision
venérea, como se describe en otros hospedadores.

Hay poca informacion disponible sobre la epidemiologia de las infecciones por clamidia en

perros. Se identificaron las especies C. psittaci, C. abortus, C cavia y C. felis. Las infecciones
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por clamidias en perros se asocian a casos de neumonia atipica, queratitis, conjuntivitis y
abortos.

Un estudio en Europa determiné que, si bien el 2,04 % de sueros de perros callejeros fueron
positivos a C. psittaci, no se detectd la presencia de la bacteria. Otro estudio, basado en la
deteccion de antigeno clamidial por medio de inmunofluorescencia directa en perros enfermos
con signos urogenitales, lesiones conjuntivales, signos urogenitales y conjuntivales y otros
signos, demostrd una prevalencia general del 61,9 %, siendo mayor en aquellos que
presentaban lesiones conjuntivales o signos urogenitales y lesiones conjuntivales juntos.

Para el diagndstico presuntivo de clamidiosis en pequefios animales, se combinan los datos
obtenidos en la anamnesis, el examen fisico, estudios hematoldgicos y bioquimica clinica; la
confirmacion se puede realizar mediante el diagnéstico seroldgico (indirecto) o diagnostico
directo (aislamiento bacteriano, observacién microscopica o aplicacion de técnicas
moleculares). Debido a que las pruebas disponibles pueden tener ciertas limitaciones en su
aplicacién, para arribar al resultado final, se recomienda la combinaciéon de ambos tipos de
diagnéstico.

En este capitulo se describirdn los métodos de diagnéstico directo e indirecto de la

clamidiosis en pequenos animales.

Diagnéstico por métodos directos

Toma y conservacion de la muestra

Los aislamientos de clamidias en gatos suelen obtenerse con mayor frecuencia a partir de
hisopados conjuntivales, aunque también se utilizaron nasales, faringeos, rectales y vaginales.
Para obtener suficientes células epiteliales que contengan las bacterias, es fundamental
realizar un frotado vigoroso con el hisopo sobre las superficies mucosas.

Posteriormente, los hisopos deben colocarse inmediatamente en un medio de transporte
para clamidias, como 2-SP, medio SPG o UTM (Medio universal de transporte para Virus,
Chlamydia y Mycoplasma) y refrigerarse a 4 °C. Si el envio al laboratorio no se realiza de
inmediato, lo ideal es hacerlo dentro de las 24 horas posteriores a la recoleccién. Las muestras
pueden congelarse a -80 °C; debe considerarse que esto puede provocar la pérdida de algunos

organismos y, en consecuencia, resultados de prueba falsos negativos.

Aislamiento e identificacion bacterianos

Como las clamidias son intracelular obligadas, el aislamiento a partir de muestras clinicas
debe realizarse en huevos embrionados, cultivos celulares (lineas Vero, BGM, McCoy o células

L) y en menor medida, en animales de laboratorio.
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Debido a las caracteristicas zoonéticas de muchas de las clamidias involucradas en las
infecciones de perros y gatos, para el aislamiento es necesario disponer de instalaciones de
bioseguridad de nivel 3.

El cultivo es necesario para demostrar la viabilidad de una cepa de campo y también facilita
la caracterizaciéon detallada mediante métodos moleculares y bioquimicos, por lo cual es
utilizado mayormente con fines de investigacion y es de extrema importancia desde el punto de
vista epidemioldgico.

La confirmacion del diagnostico debe ser realizada por tinciones de rutina, generalmente

Giemsa, o inmunohistoquimica de las células infectadas o mediante métodos moleculares.

Diagnéstico rapido por deteccion de antigenos

El diagndstico rapido de una infeccion por clamidia puede realizarse a partir de extensos de
muestras clinicas adecuadas, utilizando tinciones como Giemsa, Macchiavello modificada o
Giménez modificada, entre otras. También se pueden utilizar pruebas de inmunofluorescencia
directa con anticuerpos fluorescentes anti LPS o anti MOMP.

Los métodos de inmunohistoquimica se utilizan para evidenciar la presencia de clamidias
en preparaciones histolégicas y obtienen mejores resultados que las coloraciones
histoquimicas.

Para la citologia, se pasan hisopos conjuntivales por el fondo de saco conjuntival inferior y
se extienden en portaobjetos de vidrio, se secan al aire y se fijan con acetona antes de teiirlos.

Las inclusiones intracitoplasmaticas compuestas por grupos de cuerpos cocoides (de 0,5
pm de diametro) suelen tener un diametro de 10 um en las células epiteliales y son basofilos.
Se debe tener en cuenta que pueden existir artefactos que se tiien de manera similar (granulos
de melanina en el citoplasma de las células epiteliales conjuntivales) los que pueden producir
resultados falsos positivos.

Hay que destacar que tanto las tinciones histoquimicas como las inmunohistoquimicas e
inmunofluorescencia directa informan la presencia de algun miembro del género Chlamydia,
pero no la especie involucrada.

Existen ensayos inmunocromatograficos rapidos que pueden detectar el antigeno
directamente en muestras de pacientes (hisopados conjuntivales, vaginales, entre otros). El
desarrollo se basa en la deteccion del LPS, que es comun a todas las especies de clamidias,
por lo cual se produce una reaccion cruzada entre todos los miembros del género. Debido a
esto, para el diagndstico de clamidiosis en pequefios animales, se utilizaron kits diagndsticos
desarrollados para humanos o aves. Hay que tener en cuenta las limitaciones que conllevan ya
que varian considerablemente en su sensibilidad ademas que presentan reacciones cruzadas
con otras bacterias que pueden estar en las muestras y que fueron disefiados para ser usados
en determinado tipo de muestras (por ejemplo, aquellos los disefiados para muestras genitales

humanas que se utilizan en muestras conjuntivales felinas). En general, para detectar
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infecciones en felinos, estas técnicas tienen menor sensibilidad y especificidad en comparacion

con otros métodos de diagndstico como la PCR.

Figura 13.1

Inmunofluorescencia directa a partir de un hisopado conjuntival de gato

Nota. La flecha roja indica una inclusion intracitoplasmatica de

Chlamydia spp.

Deteccion molecular

Con la introducciéon de métodos moleculares, particularmente PCR, las posibilidades de
deteccion rapida y de alta sensibilidad y especificidad de clamidias mejoré considerablemente.
Las distintas técnicas moleculares permiten la identificacion a partir de muestras clinicas, como
asi también la identificacién de especie y la genotipificacion. Los métodos convencionales de
PCR, PCR anidada y PCR en tiempo real tienen como objetivo generalmente el operén de ARN
ribosémico y el gen ompA, entre otros. Actualmente, son los métodos de elecciéon para el
diagndstico y, debido a que distintas especies de clamidias pueden verse involucradas en los
casos de pequefios animales, se recomienda un enfoque jerarquico para la deteccién e
identificacién del ADN de estas bacterias, que incluye una PCR de deteccion especifica de
Chlamydiaceae y, en casos positivos, seguida de PCR especificas de especie.

Distintos métodos como secuenciacion parcial del gen ompA, polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP), tipificacion de secuencias multilocus (MLST) vy la
secuenciacion de genoma completo (WGS) son utilizados para la tipificacion de cepas para
estudios epidemioldgicos. La tecnologia de microarrays (micro matrices de ADN) se encuentra

validada y demostré ser de utilidad para el diagndstico.
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Diagnéstico indirecto

El diagnéstico indirecto de las infecciones por clamidias se realiza por serologia, para lo cual
se utiliza la fijacion del complemento, hemoaglutinacion indirecta (IHA) la
microinmunofluorescencia (MIF) y diversos ensayos inmunoenzimaticos (ELISA). En nuestro
pais, la utilizacién de estos métodos suele ser limitada debido a su disponibilidad y en muchos
casos, con fines diagndsticos, se reemplazaron por la deteccidon molecular.

La deteccion de anticuerpos séricos contra clamidias presentd un beneficio diagnéstico
limitado para determinar la infeccién activa porque el aumento del titulo de anticuerpos IgG es
variable o prolongado y los titulos de anticuerpos IgM estan elevados de manera inconsistente.
La deteccion de titulos de anticuerpos altos generalmente se asocia a animales con signologia
clinica. Los animales seronegativos tienen menos probabilidades de ser portadores. Los titulos
mas elevados de anticuerpos se suelen correlacionar con una infeccién reciente y pueden
corresponder con el aislamiento de Chlamydia en el animal clinicamente sano.

De todas formas, para la confirmacién de una infeccién es necesario determinar el aumento
en el titulo de anticuerpos por lo menos en dos sueros, obtenidos con una diferencia entre ellos
de 2 0 3 semanas. Ademas, la vacunacion reciente puede interferir con la interpretacién de los

resultados de titulos positivos.

Referencias

Cengié, B., Cutuk, A., Satrovi¢, E., Varatanovié¢, N., Lindtner Knific, R., Slavec, B., Dové, A.
(2019). Research of Chlamydiosis presence in dogs population in Bosnia and Herzegovina.
Veterinarska stanica, 50(6), 541-547.

Liutkeviciene, V., Mockeliuniene, V., Sengaut, J., Salomskas, A., Stankeviciene, M.,
Mockeliunas, R. y Aleksejuniene, I. (2009). Chlamydia prevalence in sick dogs with uro-
genital and/or conjunctival lesions. Revue de Médecine Vétérinaire, (160), 547-551.

Luu, L. D. W, Kasimov, V., Phillips, S., Myers, G. S. y Jelocnik, M. (2023). Genome organization
and genomics in Chlamydia: whole genome sequencing increases understanding of
chlamydial virulence, evolution, and phylogeny. Frontiers in cellular and infection
microbiology, (13), 1178736.

Sprague, L. D., Schubert, E., Hotzel, H., Scharf, S. y Sachse, K. (2009). The detection of

Chlamydophila psittaci genotype C infection in dogs. Veterinary Journal, 181(3), 274-279.

Sykes, J. E. (2022). Greene's Infectious Diseases of the Dog and Cat-E-Book. Elsevier Health
Sciences.

Tian, Y. M., Cao, J. F., Zhou, D. H., Zou, F. C., Miao, Q., Liu, Z. L., Li, B.F., Lv, R.Q., Dub, X.P.

y Zhu, X. Q. (2014). Seroprevalence and risk factors of Chlamydia infection in dogs in

Southwestern China. Acta Tropica, (130), 67-70.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 157



BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

CUARTA PARTE

Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 158



BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

CAPITULO 14
Antibiograma

Fabiana Alicia Moredo

Las pruebas de sensibilidad, o antibiogramas, determinan el comportamiento de las
bacterias frente a los antimicrobianos. Son imprescindibles para la implementacion de una
terapéutica dirigida que permita resultados exitosos y disminuya la diseminaciéon de bacterias
resistentes. Dado el contacto estrecho entre los animales de compania y los humanos, es
importante resaltar el uso de antimicrobianos y destacar la necesidad de seguir las
recomendaciones de instituciones internacionales dedicadas al estudio de la resistencia

antimicrobiana.

Uso prudente y responsable de antimicrobianos

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA), en diversos documentos, define entre
otras, como parte de las responsabilidades de los veterinarios, las de promover la sanidad y el
bienestar animal, asi como la salud publica, mediante la administracion de antimicrobianos, la
prevencion, la deteccion, el diagndstico y el control y el tratamiento de las enfermedades de los
animales. Promover acciones que ayuden a reducir al minimo la necesidad de utilizar
antimicrobianos en animales.

El veterinario solo debera recetar agentes antimicrobianos (ATM) para los animales de los
que se ocupa y debera considerar alternativas que sean seguras y eficaces al uso de ATM
antes de realizar la prescripcion.

El uso de ATM debe ser prudente y responsable. La prudencia se determina teniendo en
cuenta la importancia de los ATM tanto para la medicina veterinaria como humana,? el riesgo
de desarrollo de resistencia a los antimicrobianos (RAM), las especificaciones detalladas en la
aprobacion reglamentaria relevante y las indicaciones de uso previstas en la etiqueta, asi como
la prescripcién fuera de indicacion cuando se administran agentes antimicrobianos a los
animales.

Los objetivos para el uso veterinario responsable y prudente de los ATM son:

8 WHO List of Medically Important Antimicrobials A risk management tool for mitigating antimicrobial resistance due to
non-human use. https://cdn.who.int/media/docs/default-source/gcp/who-mia-list-2024-Iv.pdf?sfvrsn=3320dd3d 2
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— Preservar la eficacia de los ATM utilizados en medicina veterinaria y humana y su
seguridad en los animales;

— Cumplir con la obligacién ética y la necesidad econémica de mantener a los animales
en buen estado de salud;

— Prevenir o reducir la transferencia de microorganismos resistentes o determinantes de
resistencia en el seno de las poblaciones animales, entre animales, humanos y en el
entorno.

Con el fin de cumplir con los objetivos enunciados, debera implementarse una serie de
medidas destinadas a mejorar la sanidad y el bienestar animal, evitando o reduciendo al mismo
tiempo la seleccién, aparicibn y propagacién de microorganismos resistentes a los
antimicrobianos y determinantes de resistencia en los animales, los seres humanos y el
entorno. Estas medidas incluyen procedimientos de higiene, bioseguridad, estrategias de
vacunacion, acceso a las pruebas de laboratorio y alternativas al uso de antimicrobianos, que

puedan ayudar a minimizar la necesidad del uso de ATM en los animales.

Requisitos previos para el uso de antimicrobianos

La responsabilidad del veterinario es obtener un historial detallado y proceder a un examen
clinico adecuado del animal, tomando las muestras correspondientes para la realizacion de
pruebas de laboratorio. Si el diagnéstico provisorio y definitivo es una infeccién microbiana, el
veterinario debera:

— Recetar, dispensar o administrar ATM solo cuando sea necesario para tratar, controlar
o prevenir las enfermedades infecciosas en los animales.

— Evitar el uso de ATM para compensar practicas inadecuadas.

— Tomar en consideracién la Lista de la OMSA de agentes antimicrobianos de
importancia veterinaria y seguir las directrices basadas en la ciencia para el uso de
antimicrobianos segun las especies o el sector, para el uso prudente y responsable
cuando estén disponibles y seguir los principios de gestion de antimicrobianos.

— Seleccionar el ATM mas apropiado, basadndose en la experiencia clinica y la
informaciéon obtenida disponible en el laboratorio de diagndstico (aislamiento,
identificacién y pruebas de sensibilidad antimicrobiana).

—  Suministrar un protocolo detallado de tratamiento, incluyendo las precauciones y los
periodos de suspension (si se aplica), en particular al prescribir para usos distintos o
adicionales a los que figuran en la etiqueta.

— Brindar una terapia de acompafamiento adecuada.

La eleccion de un tratamiento eficaz deberia basarse en:
— Laexperiencia clinica del veterinario, su perspicacia diagndstica y su juicio terapéutico.
— La informacion obtenida en el laboratorio de diagndstico (aislamiento, identificacion y

pruebas de sensibilidad antimicrobiana).
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— La farmacodinamica, propiedades del ATM seleccionado, incluyendo la actividad

contra los agentes patdégenos considerados.

— La conveniencia del régimen de dosificacién (es decir, dosis, frecuencia de la

dosificacion y via y duracién de la administracion).

— La farmacocinética y distribucidén en los tejidos para tener la seguridad de que el

producto terapéutico seleccionado es eficaz en el lugar de la infeccién.

— El historial epidemioldgico adecuado para el animal tratado, en particular en lo relativo

a los perfiles de resistencia a los antimicrobianos de los patégenos considerados.

Ante el fracaso terapéutico o la recidiva de la infeccidn, se llevara a cabo una investigacion
con el fin de reevaluar las circunstancias, incluida la revisién del diagnéstico, realizando
pruebas adicionales, si es necesario, y luego formular e implementar un nuevo protocolo de
tratamiento, que puede incluir o no otro ATM.

En situaciones particulares, y para evitar una presentacion clinica compleja de una
enfermedad, puede ser necesario que el veterinario implemente un tratamiento terapéutico de
forma empirica, antes de disponer de los resultados del diagnéstico preciso y del antibiograma
respectivo.

Al prescribir, dispensar o administrar un producto veterinario que contenga ATM destinados
al uso veterinario de un individuo o de un grupo de animales con el fin de tratar, controlar o
prevenir enfermedades infecciosas, el veterinario debera tener en cuenta su categorizacion
especifica en la Lista de la OMSA de antimicrobianos de importancia veterinaria o las listas
nacionales. Se debera preferir el ATM de menor importancia, segun la clasificacion de la OMSA

que se considere apropiado para uso.

Antibiograma - Rol del laboratorio de bacteriologia

Las pruebas de sensibilidad antimicrobianas estan estandarizadas y deben realizarse bajo
procedimientos que aseguren la calidad y la confiabilidad de los resultados.

En la actualidad, las principales instituciones que tienen mayor influencia en la aplicacion de
los criterios de estandarizacion son el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) de Estados
Unidos y el European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) de la Unidn
Europea. Sin embargo, existen otros comités y agencias, con frecuencia de caracter nacional,
que contribuyen con el desarrollo paralelo de programas de estandarizacién de las técnicas de
estudio de sensibilidad y, sobre todo, de la interpretacion de los resultados obtenidos.

La Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas, a través del
EUCAST (que representa sociedades cientificas de la mayoria de los paises europeos) y el
CLSI, publican continuamente actualizaciones relacionadas con terminologia, metodologia de
los estudios de sensibilidad in vitro y, fundamentalmente, de puntos de corte clinicos para
algunos ATM, especialmente de uso en medicina veterinaria. Ambas instituciones ofrecen

versiones libres y en linea de sus principales documentos.
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Pruebas de sensibilidad antimicrobianas

El comportamiento bacteriano frente a los ATM se puede determinar con diferentes

métodos,

— Difusion, incluye la prueba de difusion en agar con discos, antibiograma o método de
Kirby Bauer. Las bacterias se categorizan segun el tamafo del diametro del halo de
inhibicion.

— Dilucién en medio liquido o sdlido. Las bacterias se categorizan segun la minima
concentracion del antimicrobiano que inhibio el desarrollo bacteriano (CIM).

— Gradiente de concentracion o método epsilométrico, que es una combinacion entre el
método de difusion en agar y el método de dilucién.

La prueba de sensibilidad antimicrobiana de uso corriente en la mayoria de los laboratorios

de diagnodstico veterinario es la difusidn en agar con discos, mientras que en bacterias

determinadas y/o en laboratorios de investigacion se utilizan las pruebas de dilucién.

Condiciones para la realizacion de un antibiograma

Para poder realizar un antibiograma y consecuentemente definir el comportamiento
bacteriano frente a los ATM que se seleccionaron es fundamental,

— Partir de un cultivo bacteriano puro, fresco e identificado.

— Seleccionar los ATM de forma prudente y responsable.

— La existencia de puntos de corte clinicos.

Seleccién de los ATM

La seleccién de los ATM adecuados para las pruebas de sensibilidad antimicrobianas y la
elaboracién de informes, es una decisidon que cada laboratorio debe tomar en consulta con
veterinarios, infectdélogos, microbidlogos clinicos, farmacélogos clinicos y equipos de gestion
de antimicrobianos, si estan disponibles. Las recomendaciones para cada grupo de
microorganismos incluyen ATM con un rendimiento aceptable en las pruebas in vitro. Se deben
considerar la eficacia clinica, la prevalencia de resistencia, la minimizacién de la aparicion de
resistencia, el costo, las indicaciones clinicas de uso aprobadas por las agencias reguladoras
y las recomendaciones de consenso actuales para los agentes de primera eleccion y
alternativos.

Cada laboratorio de bacteriologia veterinaria, en consenso con los veterinarios clinicos,
deberan definir los ATM a probar teniendo en cuenta recomendaciones de referencia como los
documentos Performance Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests for
Bacteria Isolated From Animals (CLSI VET01S Ed. 7, 2024) o Categorisation of antibiotics in
the European Union (EMA, 2020)
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A modo de ejemplo, si se utiliza el documento VET01S (CLSI, 2024), los ATM se agrupan
como A, B, C, D y E, e incluyen recomendaciones para su correcta notificacion. Los ATM A, B,
C y D estan aprobados por las agencias o autoridades reguladoras correspondientes para el
tratamiento de enfermedades en una determinada especie animal.

Grupo A: ATM con punto de corte clinico (PCC) especificos para uso veterinario y
categorias interpretativas que se consideran apropiados para su inclusion en un panel de
analisis primario de rutina para animales de produccion y de compaiiia, asi como para la
notificaciéon sistematica de resultados para los grupos de organismos especificados. La
jerarquia recomendada para la notificacion es informar primero los agentes del grupo A sobre
aquellos que utilizan puntos de corte en humanos, ya que estos compuestos han demostrado
una correlacion aceptable entre la prueba de sensibilidad y el resultado clinico.

Grupo B: ATM con PCC especificos para uso veterinario y categorias interpretativas que
se consideran apropiadas para pruebas e informes selectivos. CLSI los considera opciones
secundarias, y su uso solo se considera cuando se detecta resistencia a los ATM del grupo A
o0 cuando no existen otras alternativas razonables. Las pruebas pueden realizarse
rutinariamente como parte de un programa de vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos
(RAM); sin embargo, la notificacién debe realizarse con cautela y con la orientacion de un
programa de optimizacién del uso de antimicrobianos, si esta disponible.

Grupo C: ATM que utilizan PCC humanos y categorias interpretativas, y son los terceros en
la jerarquia de notificacion. Estos agentes pueden tener un rendimiento adecuado, pero no se
han demostrado resultados en muchas aplicaciones veterinarias. El laboratorio veterinario
puede, a su discrecion, decidir si notifica selectivamente los resultados de las pruebas de estos
agentes.

Grupo D: ATM aprobados por las agencias reguladoras para su uso en una especie animal
especifica. Si bien se dispone de datos de control de calidad para estos ATM, no cuentan con
PCC ni categorias interpretativas aprobados por el CLSI para uso veterinario o humano. Los
valores de CIM de los ATM del grupo D pueden reportarse selectivamente para fines
epidemioldgicos, de vigilancia o de investigacion, teniendo en cuenta que pueden no predecir
el éxito clinico ni la probabilidad de fracaso terapéutico.

Grupo E: ATM que no estan aprobados, pero que pueden usarse para una especie animal
determinada segun las regulaciones especificas de cada pais. Estos ATM complementarios
pueden analizarse e informarse selectivamente si la bacteria aislada es resistente a los grupos
A, By C. Los ATM del grupo E pueden incluirse en monitoreos de RAM o para programas de
vigilancia (vancomicina, carbapenémicos).

A diferencia del CLSI, la EMA (por su sigla en inglés European Medicine Agency) categoriza
los ATM en cuatro, considerando los siguientes criterios:

— Sila (sub)clase o grupo estéa autorizado para su uso como medicamento veterinario en
la UE.
— Laimportancia de la (sub)clase o grupo para la medicina humana segun la clasificacion

de la OMS y teniendo en cuenta la situacién de la UE.
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— El conocimiento de los factores que influyen en la probabilidad y las posibles
consecuencias de la transferencia de RAM de animales a humanos, en particular
considerando los mecanismos por los que un solo gen confiere multirresistencia (o
resistencia a varias clases).

— Ladisponibilidad de (sub)clases de antibioticos alternativos en medicina veterinaria con

menor riesgo de RAM para la salud publica y animal.

Categoria A Evitar: Los ATM no estan autorizados como medicamentos veterinarios en la
UE. No deben usarse en animales productores de alimentos. Pueden administrarse a animales
de compania en circunstancias excepcionales.

Categoria B Limitar: Los ATM tienen una importancia trascendental en la medicina humana
y su uso en animales debera limitarse a fin de mitigar el riesgo para la salud publica. Se
consideraran unicamente cuando no haya antibiéticos de las Categorias C o D que puedan ser
clinicamente eficaces. Su uso se basara en pruebas de sensibilidad antimicrobiana, siempre
que sea posible.

Categoria C Precaucion: Para los ATM de esta categoria existen alternativas en medicina
humana. Para algunas indicaciones veterinarias, no hay alternativas pertenecientes a la
Categoria D. Se consideraran solo cuando no haya ATM de la Categoria D que puedan ser
clinicamente eficaces.

Categoria D Prudencia: Se seleccionaran como tratamientos de primera linea, siempre que
sea posible. Se usaran con precaucién y solo cuando sea necesario desde el punto de vista
médico.

En sintesis, el CLSI orienta principalmente a los microbidlogos encargados de realizar e
informar los resultados de las pruebas de sensibilidad antimicrobianas, mientras que la
categorizacion de la EMA hace recomendaciones sobre el uso considerando el riesgo para la
salud publica que supone la resistencia a los antimicrobianos debido al uso de antimicrobianos
en medicina veterinaria.

Cada laboratorio debe desarrollar su protocolo para analizar ATM de rutina y
complementarios para los aislamientos que se confirme su resistencia a todos los ATM en sus
paneles de analisis de rutina. Deberia incluir opciones para analizar ATM complementarios
internamente o enviar el aislamiento a un laboratorio de referencia.

En la Tabla 14.1 y Tabla 14.2 se relacionan las categorias y grupo de ATM para gatos y

perros respectivamente.
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Tabla 14.1
Agrupamiento de los antimicrobianos de uso en gatos

EMA/CLSI Grupo A Grupo C Grupo E

Tetraciclina

Minociclina
D Ampicilina Sulfonamidas

TMS
Oxacilina

Cefazolina
Gentamicina

Amicacina
C AMC Tobramicina
Cefovecina Clindamicina
Cloranfenicol
Eritromicina

Enrofloxacina
B Marbofloxacina
Orbifloxacina

Rifampicina Imipeneme
Meropeneme
Vancomicina

Linezolida

Nota. AMC: amoxicilina/acido clavulanico. TMS: trimetoprima/sulfametoxazol.

Gris, amarillo, naranja y rojo son los colores que identifican las categorias de

ATM segun la EMA.
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Tabla 14.2

Agrupamiento de los antimicrobianos de uso en perros

EMA/CLSI Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E
Ampicilina Oxacilina
5 Tetraciclina Penicilina
Doxiciclina Nitrofurantoina
Minociclina Sulfonamidas
TMS
AMC Eritromicina
Cefalexina
Cefalotina
c Cefazolina
Cefovecina

Gentamicina
Amicacina
Clindamicina

Difloxacina Ceftazidima Colistina Ceftiofur
Enrofloxacina Azitromicina
B Marbofloxacina

Orbifloxacina
Pradofloxacina
Cefpodoxima

Rifampicina Imipeneme
Meropeneme
Vancomicina

Linezolida

Nota. AMC: amoxicilina/acido clavulanico. TMS: trimetoprima/sulfametoxazol. Gris, amarillo,

naranja y rojo son los colores que identifican las categorias de ATM segun la EMA.

Categorias bacterianas en funciéon de su comportamiento frente a los antimicrobianos

Segun la norma CLSI M23, luego de la realizacidon de los antibiogramas, las bacterias

pueden categorizarse como sensibles, intermedias y resistentes (y sensibles dependientes de
la dosis y no sensibles, cuando corresponda). Los puntos de corte CLSI para sensible (S) o
sensible dependiente de la dosis (SDD), afiadidos o revisados, se basan en pautas posoldgicas
especificas.

— Sensible (S): es una categoria definida por un punto de corte que implica que los
aislamientos con una CIM igual o inferior o un didmetro de halo de inhibicién igual o
superior al punto de corte de sensible, son inhibidos por las concentraciones
usualmente alcanzables del ATM cuando se usa la dosis recomendada para tratar el
sitio de la infeccion, lo que resulta en una probable eficacia clinica.

— Sensible dosis dependiente (SDD): es una categoria definida por un punto de corte

que implica que la sensibilidad de un aislamiento depende de la pauta posoldgica
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utilizada en el paciente. Para alcanzar niveles clinicamente eficaces contra
aislamientos cuyos resultados de las pruebas de sensibilidad (CIM o difusiéon con
discos) se encuentren en la categoria SDD, es necesario utilizar una pauta posolégica
(es decir, dosis mas altas, dosis mas frecuentes, o0 ambas, o infusion prolongada) que
genere una mayor exposicion al farmaco que la obtenida con la dosis utilizada para
establecer el punto de corte de sensibilidad. Se debe considerar la pauta posoldgica
maxima respaldada por la literatura, ya que una mayor exposicioén ofrece la mayor
probabilidad de una cobertura adecuada de un aislado SDD. Se debe consultar la ficha
técnica del farmaco para conocer las dosis recomendadas y el ajuste segun la funcion
organica.

— Intermedia (l): es una categoria definida por un punto de corte que incluye aislamientos
con CIM o diametros de halo de inhibicion dentro del rango intermedio, que se
aproximan a los niveles usualmente alcanzables en sangre y tejido, o para los cuales
las tasas de respuesta pueden ser menores que para los aislamientos sensibles. La
decision de reportar “I”, la toma mejor cada laboratorio basandose en las directrices
especificas de la institucion y en consulta con los profesionales veterinarios

correspondiente. La categoria “I” también incluye una zona de amortiguamiento para la
variabilidad inherente en los métodos de prueba, lo que deberia evitar que pequefios
factores técnicos no controlados causen discrepancias importantes en las
interpretaciones, especialmente para medicamentos con margenes estrechos de
toxicidad.

— Resistente (R): es una categoria definida por un punto de corte que implica que los
aislamientos con una CIM igual o superior o un diametro de halo de inhibicién inferior
al punto de corte resistente, no se ven inhibidos por las concentraciones del ATM que
normalmente se pueden alcanzar con esquemas de dosificacién normales y/o que
demuestran CIM o diametros de halo de inhibicion que se encuentran dentro del rango
en el que es probable que existan mecanismos de resistencia microbiana especificos
y la eficacia clinica del ATM contra el aislamiento no se demostré de manera confiable
en estudios de clinicos.

— No-sensible (NS): es una categoria utilizada para aislamientos en los cuales solo se
designa un punto de corte sensible debido a la ausencia o rara ocurrencia de cepas
resistentes. Los aislados para los cuales las CIM del ATM estan por encima o los
diametros de halo de inhibicién estan por debajo del valor indicado para el punto de
corte sensible, deben reportarse como no-sensibles. Un aislamiento que se interpreta
como no-sensible, no significa necesariamente que tenga un mecanismo de

resistencia.
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Tabla 14.3

Puntos de corte y categorias de interpretacion

Categorias interpretativas Categorias interpretativas
Concentracion Y di@metro de inhibicion y puntos de corte de CIM
ATM del disco Puntos de corte (mm) (ug/ml)
S I R S SDD I R
A 5 ug 220 15-19 <14 <4 8-16 232
- - - - <012 0,25 - 20,5
C 30 ug > 18NS - - < 4Ns - -

Nota. ATM: agente antimicrobiano. S: sensible. I: intermedia. R: resistente. NS: no-sensible. El
guion (-) indica que el disco no esta disponible o que los puntos de corte no son aplicables.
Adaptada de la tabla C. Example of Breakpoints and Interpretive Categories as Used in Tables
2, del documento CLSI M100-ED35 (2025) Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing, CLSI (ed. 35t),
https://em100.edaptivedocs.net/GetDoc.aspx?doc=CLS1%20M100%20ED35:2025&sbssok=C
LS1%20M100%20ED35:2025%20SECTION%20CLSI%20SUBCOMMITTEE%200N%20ANTI
MICROBIAL%20SUSCEPTIBILITY%20TESTING%20MISSION%20STATEMENT %20[NEXT]

En la tabla 14.3, los puntos de corte para el ATM A son: sensible 2 20 mm o <4 ug/mly el
resistente < 14 mm o = 32 yg/ml. EI ATM B solo tiene puntos de corte disponibles para CIM,
esto se debe a que los diametros de los halos de inhibicién no se correlacionan con los valores
de CIM o los datos no se evaluaron segun las recomendaciones del documento CLSI M23.4.
Los problemas técnicos también pueden impedir el uso del método de difusion del disco para
algunos agentes. Para algunos ATM, como C, solo existe la categoria de "sensible", la ausencia
o la rara aparicion de cepas resistentes impide definir categorias de resultados distintas de
"sensible". Para las cepas que arrojan resultados sugestivos de una categoria "no-sensible", se
deben confirmar la identificacion del microrganismo y los resultados de las pruebas de

sensibilidad antimicrobianas.

Procedimiento para la realizaciéon de antibiogramas por difusién

El procedimiento de realizacién de antibiogramas por difusién esta ampliamente descripto
en diversos documentos. EUCAST, en su pagina web, presenta videos muy claros sobre
- Preparacion del inéculo,
https://youtu.be/it8eOU Ogbk?list=PLQU kWRWBId799z0AbbbUC8YU9pmC7U5g

— Siembra del in6culo en el medio de cultivo,
https://youtu.be/32clk90n4u4?list=PLQU kWRWBId7qgz0AbbbUC8YU9pmC7U5g

—  Colocacion de los discos,
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https://youtu.be/g EN2Xrooy8?list=PLQU kWRWBId7ggz0AbbbUC8YU9pmC7U5¢g

— Lectura de los halos de inhibicion,
https://youtu.be/DZATkri3rb4?list=PLQU kWRWBId7qgz0AbbbUC8YU9pmC7U5qg

Informe de resultados

Para elaborar el informe de laboratorio debe considerarse el método de sensibilidad
antimicrobiano utilizado y para evitar interpretaciones erréneas, los informes de rutina deben

incluir los ATM adecuados para uso terapéutico.

— Método difusién con discos: No debe informarse el diametro del halo de inhibicion
sin una categoria interpretativa.

— Método concentracién inhibitoria minima: Los valores de CIM pueden notificarse
directamente a los médicos clinicos para fines de atencién al paciente. Sin embargo,
para facilitar la comprension del informe, es fundamental que también se proporcione
de forma rutinaria un resultado de categoria interpretativa (S, I, R o NS).

Los laboratorios deben informar Gnicamente los resultados de los ATM para los cuales se
definieron puntos de corte clinico, especificos de la bacteria analizada. No es adecuado aplicar
la difusion con disco ni los puntos de corte de CIM utilizando documentos en los que el
microorganismo no figura. En casos excepcionales, en los cuales ATM puede ser apropiado
para un aislamiento, pero no existen puntos de corte del CLSI, se debe consultar el sitio web
de los Criterios Interpretativos de las Pruebas de Susceptibiidad de la FDA
(https://www.fda.gov/drugs/development-resources/fda-recognized-antimicrobial-susceptibility-
test-interpretive-criteria) y la ficha técnica del agente.

Informe de resultados selectivo y en cascada

Informe selectivo implica la notificacion de resultados para ATM especificos segun criterios
definidos que no guardan relacién con los resultados obtenidos mediante pruebas de
sensibilidad antimicrobiana como identificacion del microorganismo, localizacioén corporal de la
infeccion, contexto clinico o datos demograficos del paciente.

Informe en cascada implica informar los resultados de ATM especificos segun el perfil
general de sensibilidad de un aislamiento. Los resultados de ATM secundarios o de espectro
mas amplio (Nivel 2 o 3) se informan solo si el aislamiento es resistente a ATM primarios o de
espectro mas estrecho (Nivel 1).

En la Figura 14.1 se esquematiza, a modo de ejemplo, una secuencia de informe de
resultados en cascada correspondiente a una Escherichia coli aislada de orina de una perra
con infeccidn urinaria diagnosticada por primera vez. Tomando como documento de referencia

las pautas para el diagndstico y el tratamiento de las infecciones bacterianas del tracto urinario
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en perros y gatos elaborado por ISCAID (por su sigla en inglés International Society for
Companion Animal Infectious Diseases).

ISCAID también public6 recomendaciones para el tratamiento de enfermedades del tracto
respiratorio de perros y gatos y foliculitis bacteriana de perros.

Figura 14.1
Ejemplo de informe de resultados de pruebas de sensibilidad antimicrobiana en cascada de

una Escherichia coli aislada de una perra con infeccion urinaria

NIVEL 2
Amodciinalac. clavulanico

Cefalofina

Nota. TMS: trimetoprima/sulfametoxazol.

En la Republica Argentina, en el afio 2022 se promulgé la Ley 27680 de prevencién y control
de la resistencia a los antimicrobianos. En el afio 2023, mediante el decreto 386/2023 se
reglamentd parcialmente su implementacién, quedando pendiente el capitulo VII, Salud animal
y produccion agroalimentaria.

Los veterinarios no pueden evadir la responsabilidad con conlleva el uso de antimicrobianos.
Desde el lugar que toque ocupar, es fundamental la concientizacion de que su uso debe ser
PRUDENTE Y RESPONSABLE.

Referencias

Antimicrobial Guidelines Working Group of the International Society for Companion Animal
(2014). Guidelines for the diagnosis and antimicrobial therapy of canine superficial bacterial
folliculitis. Infectious Diseases International Society for Companion Animal Infectious
Diseases (ISCAID). hitps://doi.org/10.1111/vde.12118

Antimicrobial Guidelines Working Group of the International Society for Companion Animal

(2017). Antimicrobial use Guidelines for Treatment of Respiratory Tract Disease in Dogs and
Cats. Infectious Diseases International Society for Companion Animal Infectious Diseases
(ISCAID).

CLSI. (2018). Development of In Vitro Susceptibility Testing Criteria and Quality Control

Parameters. 5" ed. M23. Wayne, PA. Clinical and Laboratory Standards Institute.

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 170


https://doi.org/10.1111/vde.12118

BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

CLSI. (2020). Performance Standards for Antimicrobial Disk and Dilution Susceptibility Tests for
Bacteria Isolated from Animals. 5th ed. CLSI supplement VET01S. Wayne, PA. Clinical and
Laboratory Standards Institute.

CLSI. (2020). Procedure for optimizing disk contents (potencies) for disk diffusion testing of
antimicrobial agents using harmonized CLSI and EUCAST criteria. 1st ed. CLSI supplement
M23S. Wayne, PA. Clinical and Laboratory Standards Institute.

CLSI. (2025). M100-ED35 Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, CLSI
(ed. 35t),
https://em100.edaptivedocs.net/GetDoc.aspx?doc=CLSI%20M100%20ED35:2025&sbssok
=CLSI%20M100%20ED35:2025%20SECTION%20CLSI%20SUBCOMMITTEE%200N%2
OANTIMICROBIAL%20SUSCEPTIBILITY%20TESTING%20MISSION%20STATEMENT%

20[NEXT]
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) htips://www.eucast.org/

European Medicines Agency. (2020). Categorisation of antibiotics in the European Union.

https://www.ema.europa.eu/en/documents/report/categorisation-antibiotics-european-

union-answer-request-european-commission-updating-scientific-advice-impact-public-

health-and-animal-health-use-antibiotics-animals_en.pdf

Giacoboni, G.l., Moredo, F.A., Pantozzi, F.L. (2023). Deteccién de la resistencia antimicrobiana.
EDULP. http://sedici.unlp.edu.ar/handle/10915/161995

College of Veterinary Medicine at University of Minnesota. (2020). Handbook of Antimicrobial

Stewardship in Companion Animal Veterinary Settings, 1st ed. Saint Paul, MN: UMN.

https://arsi.umn.edu/handbook.

International Society for Companion Animal Infectious Diseases (ISCAID). (2019). Guidelines
for the diagnosis and management of bacterial urinary tract infections in dogs and cats
(updated 2019).

OIE. Uso responsable y prudente de agentes antimicrobianos en medicina veterinaria. (2024).
En Cdédigo Sanitario para los Animales Terrestres.

Organizacion Mundial de Sanidad Animal. (2022). Estrategia sobre la resistencia a los agentes

antimicrobianos y su uso prudente. https://www.woah.org/app/uploads/2021/12/es-amr-

strategy-2022-final-pages-1.pdf
World Health Organization. (2024). WHO List of Medically Important Antimicrobials: a risk

management tool for mitigating antimicrobial resistance due to non-human use.

https://cdn.who.int/media/docs/default-source/gcp/who-mia-list-2024-
Iv.pdf?sfvrsn=3320dd3d 2

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 171


https://em100.edaptivedocs.net/GetDoc.aspx?doc=CLSI%20M100%20ED35:2025&sbssok=CLSI%20M100%20ED35:2025%20SECTION%20CLSI%20SUBCOMMITTEE%20ON%20ANTIMICROBIAL%20SUSCEPTIBILITY%20TESTING%20MISSION%20STATEMENT%20%5bNEXT
https://em100.edaptivedocs.net/GetDoc.aspx?doc=CLSI%20M100%20ED35:2025&sbssok=CLSI%20M100%20ED35:2025%20SECTION%20CLSI%20SUBCOMMITTEE%20ON%20ANTIMICROBIAL%20SUSCEPTIBILITY%20TESTING%20MISSION%20STATEMENT%20%5bNEXT
https://em100.edaptivedocs.net/GetDoc.aspx?doc=CLSI%20M100%20ED35:2025&sbssok=CLSI%20M100%20ED35:2025%20SECTION%20CLSI%20SUBCOMMITTEE%20ON%20ANTIMICROBIAL%20SUSCEPTIBILITY%20TESTING%20MISSION%20STATEMENT%20%5bNEXT
https://em100.edaptivedocs.net/GetDoc.aspx?doc=CLSI%20M100%20ED35:2025&sbssok=CLSI%20M100%20ED35:2025%20SECTION%20CLSI%20SUBCOMMITTEE%20ON%20ANTIMICROBIAL%20SUSCEPTIBILITY%20TESTING%20MISSION%20STATEMENT%20%5bNEXT
https://www.eucast.org/
https://www.ema.europa.eu/en/documents/report/categorisation-antibiotics-european-union-answer-request-european-commission-updating-scientific-advice-impact-public-health-and-animal-health-use-antibiotics-animals_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/report/categorisation-antibiotics-european-union-answer-request-european-commission-updating-scientific-advice-impact-public-health-and-animal-health-use-antibiotics-animals_en.pdf
https://www.ema.europa.eu/en/documents/report/categorisation-antibiotics-european-union-answer-request-european-commission-updating-scientific-advice-impact-public-health-and-animal-health-use-antibiotics-animals_en.pdf
http://sedici.unlp.edu.ar/handle/10915/161995
https://arsi.umn.edu/handbook
https://www.woah.org/app/uploads/2021/12/es-amr-strategy-2022-final-pages-1.pdf
https://www.woah.org/app/uploads/2021/12/es-amr-strategy-2022-final-pages-1.pdf
https://cdn.who.int/media/docs/default-source/gcp/who-mia-list-2024-lv.pdf?sfvrsn=3320dd3d_2
https://cdn.who.int/media/docs/default-source/gcp/who-mia-list-2024-lv.pdf?sfvrsn=3320dd3d_2

BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

Autores

Coordinadoras

Gomez, Maria Fernanda

Médica Veterinaria egresada de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata (FCV-UNLP). Especialista en Docencia Universitaria. Profesora Adjunta
de la Catedra de Microbiologia FCV-UNLP. Estudiante avanzada de la Maestria en Salud
Publica de la Facultad de Ciencias Médicas UNLP. Docente de grado en los cursos
Microbiologia Il de la carrera Medicina Veterinaria, Bacteriologia General y Microbiologia
Clinica Animal de la carrera Microbiologia. Integrante de proyectos de investigacion y desarrollo
relacionado con el estudio de la resistencia antimicrobiana en el marco de Una Salud. Areas de

experticia: bacteriologia y salud publica veterinarias. E-mail: fgomez@fcv.unlp.edu.ar

Moredo, Fabiana Alicia

Médica Veterinaria egresada de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata (FCV-UNLP). Doctora en Ciencias Veterinarias. Especialista en Docencia
Universitaria. Profesora Titular de la Catedra de Microbiologia FCV-UNLP. Directora del
Laboratorio de Bacteriologia y Antimicrobianos de la FCV-UNLP. Responsable del Servicio de
Diagnostico Bacteriologico y Antimicrobianos de la FCV-UNLP. Docente de grado en los cursos
Microbiologia Il de la carrera Medicina Veterinaria y Bacteriologia General de la carrera
Microbiologia. Directora de estudiantes de posgrado: doctorados, maestria y especializaciones.
Directora e Integrante de proyectos de investigacion y desarrollo relacionados con el estudio
de la resistencia antimicrobiana en el marco de Una Salud. Autora de trabajos cientificos y
disertante en reuniones cientificas y de divulgacion sobre esta tematica. Areas de experticia:

bacteriologia veterinaria y resistencia antimicrobiana. E-mail: fmoredo@fcv.unlp.edu.ar

Vinocur, Florencia

Médica Veterinaria egresada de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata (FCV-UNLP). Jefa de Trabajos Practicos de la Catedra de Microbiologia
FCV-UNLP. Docente de grado en los cursos Microbiologia Il de la carrera Medicina Veterinaria
y Bacteriologia General de la carrera Microbiologia. Areas de experticia: Bacteriologia
veterinaria y Analisis clinicos veterinarios. Directora técnica de laboratorio privado de analisis

clinicos y microbiolégicos. E-mail: fvinocur@fcv.unlp.edu.ar

Autores

Alvarado Pinedo, Fiorella

Doctora en Ciencias Veterinarias, Médica Veterinaria y Bacteridloga Clinica e Industrial de

la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata (FCV-UNLP).

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 172


mailto:fgomez@fcv.unlp.edu.ar
mailto:fmoredo@fcv.unlp.edu.ar
mailto:fvinocur@fcv.unlp.edu.ar

BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

Docente de grado en los cursos de Histologia, Biologia celular y del desarrollo, coordinadora
de Anatomia e histologia basica (Profesora Asociada de la catedra de Histologia y Embriologia,
FCV-UNLP) y en los cursos de Enfermedades de los rumiantes y cerdos y de Clinica y sanidad
de rumiantes (Profesora Asociada del Centro de Diagndstico e Investigaciones Veterinarias,
FCV-UNLP). Docente de posgrado en la Especializacion en Diagndstico Veterinario de
Laboratorio, Mddulo de bacteriologia y diagndstico de enfermedades bacterianas (FCV-UNLP)
y directora de becarios, tesistas, pasantias y residencias de posgrado (FCV-UNLP). Co
direccién e investigadora en Proyectos relacionados con Diagnéstico y control de
enfermedades en los rumiantes, Paratuberculosis y Parasitosis; y Morfologia aplicada al estudio
de la ontogenia, la patologia y la diversidad animal. Experticia en diagndstico microbioldgico
veterinario, con énfasis en micobacterias. Autora de diversos trabajos. E-mail:

falvarado@fcv.unlp.edu.ar

Aurnague, Camila

Médica Veterinaria egresada de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata (FCV-UNLP). Estudiante de la carrera Doctorado en Ciencias Veterinarias.
Docente-Investigadora de la Catedra de Microbiologia FCV-UNLP. Integrante del Laboratorio
de Bacteriologia y Antimicrobianos de la FCV-UNLP vy del Servicio de Diagnéstico
Bacteriolégico y Antimicrobianos de la FCV-UNLP. Docente de grado en los cursos
Microbiologia Il de la carrera Medicina Veterinaria y Bacteriologia General y Microbiologia
Clinica Animal de la carrera Microbiologia. Participacion en proyectos de investigacion y
desarrollo enfocados en el abordaje de la resistencia antimicrobiana desde la perspectiva Una
Salud. Autora de trabajos cientificos y de divulgacién vinculadas a esta problematica. Areas de
especializacién:  bacteriologia veterinaria y  resistencia  antimicrobiana.  E-mail:

caurnague@fcv.unlp.edu.ar

Gatti, Eleatrice Maria de las Mercedes

Médica Veterinaria egresada de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata (FCV-UNLP). Doctora en Bacteriologia Clinica e Industrial. Directora del
Departamento de Microbiologia FCV-UNLP. Profesora Titular de la Catedra de Microbiologia
Especial y Profesora Adjunta de la Catedra de Microbiologia de la FCV-UNLP. Docente de los
cursos Microbiologia Il de la carrera Medicina Veterinaria; Microbiologia General, Bacteriologia
General y Microbiologia Clinica Humana |l de la carrera Microbiologia. Docente de posgrado
en Educacion a Distancia de la Escuela de Posgrado FCV-UNLP y en Diplomatura en Ciencias
Forenses de la Facultad de Ciencias Juridicas y Sociales (FCJyS-UNLP). Directora e Integrante
de proyectos de extension e investigacion y desarrollo relacionados con el estudio de la
resistencia antimicrobiana en el marco de Una Salud. Autora de trabajos cientificos y disertante
en reuniones cientificas y de divulgacion. Areas de experticia: Bacteriologia humana, veterinaria

y resistencia antimicrobiana. E-mail: mgatti@fcv.unlp.edu.ar

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 173


mailto:falvarado@fcv.unlp.edu.ar
mailto:caurnague@fcv.unlp.edu.ar
mailto:mgatti@fcv.unlp.edu.ar

BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

Iza, Raul Emilio

Médico Veterinario egresado de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata (FCV-UNLP). Estudiante avanzado de la Maestria en Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Quilmes (tesis en proceso). Estudiante de las especializaciones en
Docencia Universitaria (UNLP) y en Bioinformatica (UNLP). Docente investigador de la Catedra
de Microbiologia y la Catedra de Inmunologia Animal Aplicada (FCV-UNLP). Docente de grado
en los cursos Microbiologia Il e Inmunologia Animal Aplicada de la carrera de Medicina
Veterinaria y Bacteriologia General de la carrera de Microbiologia. Integrante de proyectos de
investigacion y desarrollo relacionados con el estudio de la resistencia antimicrobiana en el
marco de Una Salud. Autor de trabajos cientificos y de divulgaciéon. Areas de experticia:

Bacteriologia veterinaria y resistencia antimicrobiana. E-mail: riza@fcv.unlp.edu.ar

Lorenti, Eliana Andrea

Licenciada en Biologia, orientacién Zoologia (Facultad de Ciencias Naturales y Museo,
Universidad Nacional de La Plata — FCNyM-UNLP). Doctora en Ciencias Naturales (FCNyM-
UNLP). Becaria posdoctoral del CONICET. Jefa de Trabajos Practicos del Laboratorio de
Bacteriologia y Antimicrobianos de la Facultad de Ciencias Veterinarias-UNLP. Docente de los
cursos Microbiologia Il de la carrera de Ciencias Veterinarias y Bacteriologia General de la
carrera de Microbiologia de la FCV-UNLP. Integrante de proyectos de investigacion vinculados
al estudio de la parasitofauna y de bacterias resistentes a antimicrobianos en animales
silvestres, en el marco del enfoque de Una Salud. Autora y co-autora de publicaciones
cientificas y disertante en reuniones académicas y de divulgacion cientifica. Participante en
campafias de verano antarticas. Areas de experticia: ornitologia, parasitologia, ecologia,

bacteriologia y resistencia antimicrobiana. E-mail: elorenti@fcv.unlp.edu.ar

Martin Paula Lorena

Médica Veterinaria egresada de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata (FCV-UNLP). Doctora en Ciencias Veterinarias. Especialista en
Diagnéstico de Laboratorio Veterinario. Docente-Investigadora de la FCV-UNLP. Integrante del
Laboratorio de Bacteriologia y Antimicrobianos FCV-UNLP). Responsable del Servicio de
Diagnéstico de leptospirosis de la FCV-UNLP. Docente de grado en los cursos Microbiologia Il
de la carrera Medicina Veterinaria y Bacteriologia General de la carrera Microbiologia. Directora
de estudiantes de posgrado: maestria y especializaciones. Directora e integrante de proyectos
de investigacion y desarrollo relacionados con el estudio de zoonosis en animales silvestres en
el marco de Una Salud. Autora de trabajos cientificos y disertante en reuniones cientificas y de
divulgacién sobre esta tematica. Areas de experticia: analisis clinicos y bacteriologia

veterinaria. E-mail: plmartin@fcv.unlp.edu.ar

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 174


mailto:riza@fcv.unlp.edu.ar
mailto:elorenti@fcv.unlp.edu.ar
mailto:plmartin@fcv.unlp.edu.ar

BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

Meneses, Maria Laura

Médica Veterinaria, Doctora en Ciencias Veterinarias, Microbidloga Clinica e Industrial
egresada de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata (FCV-
UNLP). Docente-investigadora de la FCV-UNLP. Profesora asociada de la Carrera de
Bioingenieria para los cursos Biologia | y Il de la Universidad Nacional Arturo Jauretche.
Integrante del Laboratorio de Bacteriologia y Antimicrobianos de la FCV-UNLP. Docente de
grado en los cursos Microbiologia Il de la carrera Medicina Veterinaria, Bacteriologia General,
Microbiologia General y Microbiologia Clinica Humana |l de la carrera Microbiologia.
Codirectora e Integrante de proyectos de investigacion y desarrollo relacionados con el estudio
de la resistencia antimicrobiana en el marco de Una Salud. Autora de trabajos cientificos y
disertante en reuniones cientificas y de divulgacién. Areas de experticia: Diagndstico

bacteriolégico. E-mail: mimeneses@fcv.unlp.edu.ar

Nievas, Hernan Dario

Médico Veterinario egresado de la Facultad de Ciencias Veterinaria de la Universidad
Nacional de La Plata (FCV-UNLP). Estudiante de la carrera de Doctorado en Ciencias
Veterinarias y estudiante de la Especialidad en Docencia Universitaria. Docente de grado en
los cursos de Microbiologia Il de la carrera de Medicina Veterinaria, Bacteriologia General y
Microbiologia Clinica Animal de la carrera de Microbiologia. Integrante de proyectos de
investigacién y desarrollo relacionados con el estudio de la resistencia a antimicrobianos en el
marco de Una Salud. Autor de trabajos cientificos sobre la tematica. Areas de experticia:

bacteriologia veterinaria y resistencia antimicrobiana. E-mail: hnievas@fcv.unlp.edu.ar

Origlia, Javier Anibal

Médico Veterinario egresado de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Nacional de La Plata (FCV-UNLP). Profesor Titular de la Catedra de Patologia de Aves y
Piliferos FCV-UNLP. Responsable del Servicio de Diagnéstico de Enfermedades de las Aves y
Piliferos de la FCV-UNLP. Integrante del Laboratorio de Bacteriologia y Antimicrobianos de la
FCV-UNLP. Docente de grado en los cursos de Enfermedades de las Aves y Piliferos de la
carrera Medicina Veterinaria y Prevenciéon de Zoonosis de la carrera Microbiologia. Integrante
de proyectos de investigacién y desarrollo relacionados con el estudio de enfermedades
infecciosas en animales de produccién y fauna silvestre en el marco de Una Salud. Autor de
trabajos cientificos y disertante en reuniones cientificas y de divulgacién. Areas de experticia:
patologia de aves, zoonosis, bacteriologia y diagndstico molecular veterinario. E-mail:

javieroriglia@fcv.unlp.edu.ar

Sosa, Pedro Sebastian

Doctor en Ciencias Veterinarias, Médico Veterinario de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la Universidad Nacional de La Plata (FCV-UNLP). Docente Investigador en el Centro de

Diagnéstico e Investigaciones Veterinarias (CEDIVE-FCV-UNLP). Docente de grado de los

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 175


mailto:mlmeneses@fcv.unlp.edu.ar
mailto:hnievas@fcv.unlp.edu.ar
mailto:javieroriglia@fcv.unlp.edu.ar

BACTERIOLOGIA EN MEDICINA VETERINARIA — M.F. GOMEZ — F.A. MOREDO — F. VINOCUR (COORDINADORAS)

cursos de Clinica y Sanidad de Rumiantes, Bioestadistica y en Epidemiologia y Salud Publica
Basica (FCV-UNLP). Docente de posgrado en la Especializacion en Diagnostico Veterinario de
Laboratorio, Médulo de bacteriologia y diagndstico de enfermedades bacterianas; Curso de
posgrado en técnica de necropsia, elaboracion de diagnéstico morfolégicos, muestreo y
discusion de casos clinicos en bovinos y ovinos; direccion de pasantias y residencias de grado
y posgrado (CEDIVE-FCV-UNLP). Experticia en diagnéstico veterinario patolégico y
microbiolégico, con énfasis en micobacterias. Autor de diversos trabajos cientificos sobre estas

tematicas. E-mail: pssosa@fcv.unlp.edu.ar

Traveria Gabriel Eduardo

Doctor en Ciencias Veterinarias, Médico Veterinario, Bacteridlogo Clinico e Industrial de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Plata (FCV-UNLP).
Profesor titular en el Centro de Diagnéstico e Investigaciones Veterinarias (CEDIVE), Profesor
Adjunto de la Catedra de Inmunologia Veterinaria, docente de los cursos de grado de
Inmunobiologia animal aplicada, Clinica y sanidad de rumiantes y Enfermedades de los
rumiantes y cerdos. Docente de posgrado en el Médulo de bacteriologia y diagnostico de
enfermedades bacterianas de la Especialidad en Diagnoéstico de Laboratorio Veterinario (FCV-
UNLP). Direccion de tesistas, becarios, pasantes y residentes en el CEDIVE. FCV-UNLP.
Investigador en Proyectos de Investigacion y Desarrollo. Experticia en el diagnostico de
enfermedades infecciosas de los rumiantes, equinos y porcinos, con énfasis en el diagndstico
microbiolégico y en el diagndstico y control de micobacterias. Autor de articulos en revistas

cientificas y presentaciones en congresos. E-mail: fraveria@fcv.unlp.edu.ar

FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS | UNLP 176


mailto:pssosa@fcv.unlp.edu.ar
mailto:traveria@fcv.unlp.edu.ar

Alvarado Pinedo, Fiorella

Bacteriologia en medicina veterinaria : guia para el diagnoéstico de infecciones bacterianas
en pequenos animales / Fiorella Alvarado Pinedo ; Maria Fernanda Gémez ; Coordinacién
general de Maria Fernanda Gomez ; Fabiana Alicia Moredo ; Florencia Vinocur ; Fotografias
de Eliana Andrea Lorenti. - 1a ed. - La Plata : Universidad Nacional de La Plata ; La Plata :
EDULP, 2026.

Libro digital, PDF - (Libros de catedra)

Archivo Digital: descarga
ISBN 978-950-34-2730-9

1. Bacteriologia. 2. Perros. 3. Gatos. |. Gomez, Maria Fernanda, coord. |l. Moredo, Fabiana
Alicia, coord. lll. Vinocur, Florencia, coord. IV. Lorenti, Eliana Andrea , fot. V. Titulo.
CDD 636.089

% UNIVERSIDAD
NACIONAL
DE LA PLATA

)

o
N

naturales

EDITORIAL DE LA UNLP




