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RESUMEN

Objetivo. El objetivo de este estudio fue caracterizar las bacterias de una sala de autopsias
veterinarias, su perfil de susceptibilidad antimicrobiana y probar la eficacia de dos desinfectantes frente
a estos microorganismos. Materiales y métodos. Tres puntos de la sala en los que los profesionales
normalmente no usan equipo de proteccion personal (EPP) al entrar en contacto directo con estas
bacterias. Antes y después de la desinfeccion con hipoclorito y alquilbencenosulfonato sodico se
realizaron recuentos anaerobicos y aerobicos mesofilos, luego se identificaron los aislamientos por
sus caracteristicas morfotintoriales y bioquimicas y su susceptibilidad antibidtica. Resultados. Los
resultados preliminares indicaron que el hipoclorito fue el agente desinfectante de eleccidon para la
desinfeccidon de superficies y contra las bacterias patdgenas potenciales aislados mas frecuentes como
Staphylococcus spp (75%), E. coli y Klebsiella spp (15%) y Pseudomonas spp (10%). Ademas, el
25.0% de los estafilococos fueron resistentes a al menos un antimicrobiano probado y se tomaron
en consideracion Klebsiella spp, E. coli y Pseudomonas spp, se observd una amplia resistencia
antimicrobiana probada. Conclusiones. La caracterizacion de estas bacterias encontradas en la sala
de autopsias es importante para alertar a los profesionales sobre los riesgos bioldgicos a los que
estan expuestos, asi como las precauciones que deben tomar.

Palabras clave: Alquilbencenosulfonato de sodio; antimicrobianos; hipoclorito; microbiologia;
patologia; veterinaria (Fuente: DeCS).

ABSTRACT

Objective. The aim of this study was to characterize the bacteria of a veterinary autopsy room,
their antimicrobial susceptibility profile and testing the efficiency of two sanitizers against these
microorganisms. Materials and methods. Three points of the room that professionals do not nhormally
wear personal protective equipment (PPE) getting in direct contact with these bacterias. Anaerobic
and aerobic mesophilic count were performed before and after disinfection with hypochlorite and
sodium alkylbenzene sulfonate then, isolates were identified by their morphotintorials and biochemical
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characteristics and their antibiotic susceptibility. Results. Preliminary results indicated that the
hypochlorite was the sanitizing agent of choice for surface disinfection and against the most frequent
potential pathogenic bacterials isolated such as Staphylococcus spp (75%), E. coli and Klebsiella
spp (15%), and Pseudomonas spp (10%). In addition, 25% of the staphylococci were resistant to
at least one antimicrobial tested and Klebsiella spp, E. coli, and Pseudomonas spp were taken into
consideration, wide antimicrobial resistance tested were observed. Conclusions. The characterization
of these bacteria found in the autopsy room is important to alert professionals about the biological
risks they are exposed to, as well as the precautions they should take.

Keywords: Sodium alkylbenzene sulfonate; antimicrobials; hypochlorite; microbiology; pathology;

veterinary (Source: DeCS).

INTRODUCCION

La autopsia es necesaria para dilucidar muertes por
circunstancias antinaturales o sospechosas tanto
en Medicina Humana como Veterinaria. La sala de
autopsias siempre ha sido una fuente potencial
de infeccidn y los profesionales que participan
directa o indirectamente en la realizacién de una
autopsia corren grandes riesgos de exposicion
a microorganismos (1). Por lo tanto, para
reducir el riesgo de contaminacion, se utilizan
productos de desinfeccidn para desinfectar estos
ambientes. El alquilbencenosulfonato de sodio
es un tensioactivo utilizado como detergente;
y el hipoclorito de sodio o hipoclorito de calcio,
tienen una accion antimicrobiana amplia, rapida
y astillada contra bacterias, virus, hongos, y
generalmente se utiliza para la desinfeccion de
materiales no criticos (2).

Las enfermedades infecciosas zoonodticas son
uno de los principales riesgos en la necropsia
animal, ya que muchos de sus agentes pueden
transmitirse por el contacto del veterinario
con las secreciones del animal, como saliva,
sangre, orina y heces. Entre estos agentes
destacan el género Staphylococcus y la familia
Enterobacteriaceae como los mas importantes
(3). Staphylococcus spp. son bacterias Gram
positivas, ampliamente distribuidas en el medio
ambiente y normalmente presentes en la piel
intacta de humanos y animales. Ademas, a la
orofaringe, tracto gastrointestinal y urogenital;
esta implicado en enfermedades importantes (4).
La familia Enterobacteriaceae son fermentadores
de azlcar Gram negativos, aerobios o anaerobios
facultativos que habitualmente habitan en el
tracto gastrointestinal de los vertebrados y se
encuentran entre los patégenos mas comunes,
especialmente E. coli y Klebsiella spp., que
infectan a humanos y animales. Estas bacterias
son indicadores de la higiene de la superficie
Yy, @ menudo, se asocian con infecciones
hospitalarias. Estos microorganismos provocan
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diversas infecciones tanto en los pacientes
hospitalizados como en la poblacién general (5).

Por ello, debido a los riesgos a los que estan
expuestos los profesionales que manejan
cadaveres, el entorno que frecuentan y la
importancia de las zoonosis relacionadas con
la salud de los mismos asociadas al concepto
de Una Salud, este estudio tuvo como objetivo
comparar la efectividad de dos saneamientos
productos en el control del crecimiento de
bacterias mesofilas aerdbicas y anaerdbicas y
la caracterizacion del ambiente de la sala de
autopsias, y su susceptibilidad a diferentes
antimicrobianos.

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion ambiental. Se recolectaron
muestras de la sala de autopsias del Departamento
de Patologia y Teriogenologia de la Facultad
de Ciencias Agrarias y Veterinarias (FCAV /
Unesp), Campus Jaboticabal, que es utilizada
por un extenso equipo de profesionales, como
profesores, estudiantes de licenciatura en
veterinaria y residentes de veterinaria. La sala
cuenta con una extensa rutina de actividades
debido al Programa de Residencia en Salud y
Mejoramiento Profesional (PRAPS - MVS).

Muestra. Se seleccionaron tres superficies para
realizar las cuatro recolecciones para obtener las
muestras. La eleccion se basé en los lugares de
mayor contacto de los profesionales que laboran
en la sala de autopsias, ya que son lugares donde
el contacto suele ocurrir sin el uso de guantes
o cualquier otro tipo de equipo de proteccién
personal (EPP). Las ubicaciones seleccionadas
fueron: (1) manija de la puerta de la sala de
autopsias, (2) manija de la puerta de la camara
fria (almacenamiento de cadaveres), (3) manija
de la puerta del invernadero donde se encuentran
los instrumentos utilizados en el examen
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necroscoépico de los animales. Las recolecciones
se realizaron con un hisopo estéril, colocado
en un tubo de ensayo que contenia peptona
bacteriolégica al 1%. En cada area seleccionada,
se realizaron cuatro recolecciones, dos muestras
tomadas antes y dos después de su uso para
cada desinfectante, totalizando 24 muestras.
Las muestras se recolectaron de la puerta de la
camara fria antes y después de las necropsias.
Las muestras se cultivaron en el Laboratorio
de Microbiologia Veterinaria de la DPRSU
(FCAV-UNESP). Los productos desinfectantes
utilizados fueron hipoclorito de sodio concentrado
diluido 1: 100 y una formulacién comercial de
alquilbencenosulfonato de sodio diluido 1: 100.
Cada desinfectante se aplicd a las superficies de
las areas seleccionadas y las recolecciones se
realizaron con una diferencia de 15 dias entre
ellas.

Recuentos mesofilos aerdbicos y
anaerobicos. La cuantificacion de bacterias
aerdbicas y anaerdbicas se realizd mediante
la técnica de recubrimiento superficial. Cada
muestra se diluyd hasta ocho veces en caldo
de peptona en una proporcion de 1:10, con 0,1
ml de muestras diluidas sembradas en agar
nutritivo. El indculo se esparcié con la ayuda
de un asa Drigalski y luego se incubd a 37°C
durante 24 horas en un ambiente aerobio y en
un frasco anaerobico. Después de este periodo,
se realizd el recuento de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) (6).

Aislamiento e identificacion de
Staphylococcus spp y Enterobacteriaceae.
Las muestras se sembraron en MacConkey
y Mannitol Salt Agar, medios selectivos y
diferenciales para los géneros Enterobacteria
y Staphylococcus respectivamente. Luego de
incubacion a 37°C durante 24 horas, las colonias
fueron evaluadas para morfologia celular, tinciéon
de Gram y pruebas bioquimicas especificas
para cada género o especie (7). Se realizaron
las siguientes pruebas bioquimicas estandar:
fermentacion de glucosa, lactosa y sacarosa,
citrato, manitol, malonato, fenilalanina, urea,
motilidad y catalasa segin Koneman et al (8).

Prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos. La susceptibilidad a los
antimicrobianos se evalué mediante la prueba
de Kirby-Bauer o el método de difusion en disco.
Después, los aislamientos se cultivaron en 3 mL
de caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 37°C hasta
gue alcanzaron el estandar 0.5 de MacFarland.
Después de la incubacién, el cultivo se sembro
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en agar Mueller-Hinton y, una vez seca la
superficie, se afiadieron los discos que contenian
los antimicrobianos. Los antimicrobianos
ensayados fueron seleccionados segln su uso e
importancia en la rutina del hospital veterinario,
a saber: gentamicina (10pg) tetraciclina
(30ug) sulfametoxazol + trimetoprima (25ug),
cefazolina (30ug) y amoxicilina (5ug). Los
didmetros se compararan con la guia CLSI (9).

El andlisis de los resultados se realizdé de forma
descriptiva.

RESULTADOS

Todas las muestras (doce) que fueron recolectadas
antes de la desinfeccion y fueron incubadas
en atmésfera aerobia mostraron crecimiento
bacteriano, mientras que tres muestras que
fueron recolectadas antes de la desinfeccion y
fueron incubadas en atmdsfera anaerdbica no
mostraron crecimiento (Tabla 1). Por lo tanto, se
observd un crecimiento acentuado de bacterias
aerdbicas en el ambiente de la sala de autopsias.
El hipoclorito fue un desinfectante eficaz y en las
12 muestras posteriores al uso para la limpieza no
se observo crecimiento bacteriano. En contraste,
con el uso del detergente (alquilbencenosulfonato
de sodio) entre las muestras que provenian del
mango de la camara frigorifica, una presentd
crecimiento tanto en condicién aerdbica como
anaerdbica sin reduccidn significativa (Tabla 1).

De las 24 muestras recolectadas, 20 presentaron
crecimiento de microorganismos vy los aislados se
clasificaron segun caracteristicas morfoldgicas y
colorantes en: 15 muestras (75%) clasificadas
como cocos GRAM positivas (GPC) y 5 muestras
(25%) clasificadas como bacilos gramnegativos
(GNB). Los 15 GPC fueron catalasa positivos,
por lo que se sugiri6 que Staphylococcus spp.
Los microorganismos clasificados como GNB
por tincidon de Gram se sembraron en medio TSI
para definir el género. De cinco muestras, dos
mostraron una base media alcalina (color rojizo)
y un apice medio TSI ligeramente acido (color
amarillento) que muestra la degradacién oxidativa
de la glucosa. No hubo formacién visible de gas
(CO2 y H2) ni precipitacién de sales de hierro que
sean el resultado de la produccion de gas sulfurico.
Asi, se concluyd que se trataba de Pseudomonas
sp. Los otros tres GNB previamente identificados
presentaban tanto la base como el apice del
medio TSI acido (de color amarillento) que es
caracteristico de la degradacion oxidativa de la
glucosa y la fermentacion de lactosa y/o sacarosa.
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Tabla 1. Recuento de poblaciones mesdfilas aerdbicas y anaerdbicas en agar PCA por superficie.

Aerobios totales A Aerobios totales D Aerobios totales A Aerobios totales D

Muestreo / producto Muestras

* (UFC / mL) ** (UFC / mL) * (CFU / mL) ** (CFU / mL)

1 1.2 x 103 0 0 0
Muestreo 1 (hipoclorito) 2 1.1 x 102 0 0 0

3 7.1 x 103 0 3.4 x 103 0

1 2.8 x 103 0 2.3x103 0
Muestreo 2 (detergente) 2 1.8 x 104 0 3.4 x 103 0

3 4.0 x 102 0 0 0

1 1.3 x 103 0 1.0 x 103 0
Muestreo 3 (hipoclorito) 2 2.2 x103 0 2.7 x 103 0

3 4.0 x 102 0 2.0 x 102 0

1 3.0 x 102 0 2.0 x 102 0
Muestreo 4 (detergente) 2 7.0 x 102 5.0 x 102 5.0 x 102 3.0 x 102

3 4.0 x 102 0 3.0 x 102 0

Leyenda: 1. Mango de la sala de autopsias; 2. Manija de la puerta de la camara fria; 3. Asa del horno de esterilizacion. A*.

Antes de la desinfeccion; D **, Después de la desinfeccidn.

Adicionalmente, se identificd formacidon de gas en
una sola muestra y no se observé precipitaciéon
de sales de hierro en ninguna de las muestras,
lo que permite inferirlas como E. coli o Klebsiella
sp. Para la confirmacion se realizé la prueba
de citrato, en la que dos resultaron positivas,
de esta forma se encontrd Klebsiella sp. y la
reaccion negativa fue Escherichia coli.

Los 20 aislamientos fueron sometidos a prueba
de susceptibilidad antimicrobiana mediante la
técnica de difusion en disco. Los resultados frente
a los 5 antibidticos probados se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los 20 microorganismos aislados de sitios de manipulacién
de la sala de autopsias del Departamento de Patologia Veterinaria de la FCAV-UNESP.

Antimicrobianos

Aislar Microorganismo Cefazolina Gentamicina Sutl:?nT:t?';?:;I + A:::\;(l:falilrlng:o+ tetraciclina
1 Staphylococcus spp. - S S S S
2 Staphylococcus spp. - R R S I
3 Staphylococcus spp. - R R I R
4 Staphylococcus spp. - I R R R
5 Staphylococcus spp. - S R R S
6 Staphylococcus spp. - S S R S
7 Staphylococcus spp. - I R S I
8 Staphylococcus spp. - S R S I
9 Staphylococcus spp. - R S S S
10 Staphylococcus spp. - S S I S
11 Staphylococcus spp. - S S S S
12 Staphylococcus spp. - S S S S
13 Staphylococcus spp. - S S S S
14 Staphylococcus spp. - S R S I
15 Staphylococcus spp. - S S S S
16 Klebisiella spp. R R R I S
17 Escherichia coli R R R I S
18 Klebisiella spp. R R R R R
19 Pseudomonas spp. R I R S R

20 Pseudomonas spp. R S R S S

Leyenda: S: Sensible; R: resistente; I: intermedio; (-): No aplica
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La gentamicina fue el antimicrobiano mas eficaz
contra los 15 aislamientos de Staphylococcus
spp. Y la menos eficaz fue la combinacion
sulfametoxazol + trimetoprima. Mas de la
mitad de Staphylococcus spp. los aislados
fueron sensibles a los antimicrobianos elegidos
(61,6%; 37/60); El veinticinco por ciento de
los estafilococos eran resistentes al menos a un
antimicrobiano (15/60) y el 13,4% (8/60) tenian
niveles intermedios de resistencia. Los aislados
de Klebsiella spp, E. coli y Pseudomonas spp,
fueron resistentes a los agentes antimicrobianos
elegidos. Sin embargo, la tetraciclina fue el
antimicrobiano mas eficaz probado y el mas bajo
fue la cefazolina. Es de destacar que una Klebsiella
spp. El aislado (18) fue resistente a todos los
antimicrobianos elegidos. El 64,0% (16/25)
de los bacilos gramnegativos (BGN) mostraron
resistencia a al menos un antimicrobiano; se
observo resistencia intermedia en el 12% (3/25)
y la susceptibilidad ocurrié en solo el 25% (6/25)
de los aislamientos (Tabla 3).

Tabla 3. Grado de resistencia antimicrobiana de los
aislamientos en la sala de autopsias de la
FCAV-UNESP en Jaboticabal, SP.

Resistencia a antibiéticos
de miiltiples farmacos

Aislar Microorganismos

0 1 2 3+
1 Staphylococcus sp. X
2 Staphylococcus sp. X
3 Staphylococcus sp. X
4 Staphylococcus sp. X
5 Staphylococcus sp. X
6 Staphylococcus sp. X
7 Staphylococcus sp. X
8 Staphylococcus sp. X
9 Staphylococcus sp. X
10 Staphylococcus sp. X
11 Staphylococcus sp. X
12 Staphylococcus sp. X
13 Staphylococcus sp. X
14 Staphylococcus sp. X
15 Staphylococcus sp. X
16 Klebsiella sp. X
17 Escherichia coli X
18 Klebsiella sp. X
19 Pseudomonas sp. X
20 Pseudomonas sp. X
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DISCUSION

Se observd durante la etapa de recoleccion de
datos de este estudio que la literatura sobre el
control de infecciones de la sala de autopsias es
escasa Yy no existian parametros sanitarios para
el limite de microorganismos en este ambiente
(1,10). Asi, ha sido un tema descuidado en las
instituciones de docencia e investigacion y lo que
se puede utilizar para las salas de autopsia son
los estandares de seguridad que se desarrollaron
para los laboratorios clinicos y de investigacion
por sus grados especificos de riesgo (1).

La cuantificacion de microorganismos se utiliza
para determinar la calidad de diversos productos
y entornos (1). La diferencia observada entre
los resultados obtenidos por el hipoclorito y el
detergente puede explicarse por sus diferentes
mecanismos de accidn; El hipoclorito tiene un
amplio espectro contra la actividad microbiana y
tiene un papel importante en la descontaminacion
de los sitios (2) mientras que el detergente lo hace
por remocién mecanica con la ayuda de lavado
con agua. Considerando el ambiente de una sala
de autopsias se debe tomar en consideracidn
incluso un recuento bajo de microorganismos
(1) y por esta razon, el uso de desinfectante es
necesario para evitar la propagacion de patégenos
a otros ambientes o profesionales.

Segun Mokracka et al (11), para ser considerada
como multirresistente, una cepa debe tener
baja susceptibilidad a tres o mas clases de
antimicrobianos simultdneamente; Con base en
esta afirmacién, se puede observar que el 25%
de los estafilococos mostraron multirresistencia
y los bacilos gramnegativos (enterobacterias y
Pseudomonas sp.) demostraron multirresistencia
en el 80% de los aislamientos (Tabla 3).

Da Silva et al (12) en un estudio en consultorios
dentales, concluyeron que las superficies con
mayor potencial de contaminacion eran las manos
de los profesionales y los puntos que tocaban.
Esto corrobora el hallazgo de este estudio, ya
que los aislamientos se obtuvieron de lugares
que se sabe que son manipulados con frecuencia.
Al considerar la multiplicacion de los medios de
cultivo, se observé un mayor crecimiento en agar
sal manitol (75%) seguido de un crecimiento
del 25% en Mac Conkey. El aislamiento de
microorganismos en agar MacConkey fue mayor
en comparacion con los observados por Da
Silva (12) e indican contaminacion fecal lo que
demuestra que existe un riesgo bioldgico para
los usuarios de este espacio.
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El alto nivel de Staphylococcus spp. la
contaminacion (75%) debe ser motivo de
preocupacion, ya que son agentes etioldgicos
relacionados con abscesos, infecciones pidgenas,
dermatitis e incluso septicemias mortales (13).
Si bien en este estudio el hipoclorito elimind
completamente los microorganismos luego de
la limpieza en lugares con presencia de material
organico, Both et al (14) reporta en su trabajo
que, al usar hipoclorito en presencia de material
organico, 84.4% de Staphylococcus spp. los
aislamientos fueron activos, mientras que, sin la
presencia de materia organica, el 100% de los
aislamientos fueron inactivados. Esto se debe
a que los desinfectantes que liberan cloro libre
tienen su accion reducida porque el cloro primero
oxida la materia organica, reduciendo asi su
disponibilidad para la accién antimicrobiana (14).

Ademas, la investigacion de Maujean et al (10)
sefialé que el aislamiento de enterobacterias solo
ocurre durante el procedimiento de necropsia
y que existe una estrecha relacién entre este
tipo de bacterias y los fluidos intestinales. Por
tanto, las detecciones de aislamientos de E. coli
Y Klebsiella spp. en los puntos evaluados en este
trabajo indican que la contaminacion fecal puede
provenir de una mala higiene y errores en los
procedimientos de desinfeccion.

En cuanto a la resistencia a los antimicrobianos, se
sabe que es el resultado de un fendmeno natural
y se ha convertido en una de las principales
preocupaciones de salud publica en el mundo
con muchos investigadores correlacionando la
aparicion de cepas resistentes con el aumento
del uso de antimicrobianos en animales (15).

Al respecto, en este estudio se observd una
marcada resistencia, principalmente de
enterobacterias, frente a cefazolina, se observo
la asociacion de sulfametoxazol + trimetoprima
y gentamicina y se corrobora en parte con los
hallazgos de Bordignon (16) quien observd
baja susceptibilidad de enterobacterias a
cefazolina; sin embargo, este mismo estudio
demostré una marcada susceptibilidad de las
bacterias a la gentamicina y al sulfametoxazol +
trimetoprima. Se sugiere que esta variacion en la
susceptibilidad es el resultado del contacto previo
de las bacterias con todos los antimicrobianos
probados y el consiguiente desarrollo de
mecanismos de resistencia.

Un estudio (17) que aislé el género Staphylococcus
de la otitis canina mostré que el trimetoprim-
sulfametoxazol y la amoxicilina + clavulanato se
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encontraban entre los que tenian los porcentajes
mas altos de resistencia. En este estudio,
la tetraciclina logré niveles satisfactorios de
susceptibilidad antimicrobiana, asi como los
otros antimicrobianos probados. En un estudio
retrospectivo que caracterizd las bacterias
ambientales en la ropa de los profesionales de
la salud, Oliveira et al (18) aislaron bacterias
del mismo género que en este estudio y
reportaron una marcada susceptibilidad a la
combinacién de sulfametoxazol + trimetoprima
y cefazolina; resultados que no estan de
acuerdo con esta investigacion. El hecho de que
hubiera una marcada resistencia a los agentes
antimicrobianos ensayados en los aislados de
la sala de autopsias del hospital veterinario
sugiere la posibilidad de contaminacion cruzada
y que los animales enviados para la necropsia ya
pueden portar estas cepas y pueden contaminar
el ambiente de la autopsia. habitacion.

Hasta la fecha, todavia no existen parametros
que indiquen si la cantidad de bacterias
encontradas en la sala de autopsias esta por
encima o por debajo de lo aceptable y si este
numero no es exacto, ya que solo el 2,5%
del total de especies bacterianas pueden
identificarse mediante métodos de cultivo, segun
investigadores de la Universidad de Tecnologia
y la Universidad de Medicina, ambas en Graz,
Austria (19). Ademas, pueden estar presentes
bacterias extremofilas, pero contarlas puede ser
dificil. Estos hechos demuestran la importancia
de la descontaminacion y el correcto uso de EPI
para la seguridad de los profesionales.

En conclusion, fue posible aislar Staphylococcus
spp., Klebsiella spp. y Pseudomonas spp. en
las superficies analizadas y es evidente que
el hipoclorito de sodio debe ser el agente
desinfectante de primera eleccion para el control
de patégenos en superficies. Ademas, el perfil
de resistencia bacteriana a los antimicrobianos
observado en este estudio pone de relieve
el creciente problema de la resistencia a los
antimicrobianos debido a su aislamiento en la
sala de autopsias, donde los antimicrobianos
no estan presentes o no se utilizan. Estos datos
muestran una necesidad constante de vigilancia
especialmente en relacién al uso de equipos
de proteccion personal (EPI) y la correcta
desinfeccidn de manos y superficies.
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