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RESUMEN

Introduccién: Las infecciones nosocomiales son producidas debido a varios
factores entre ellos la resistencia de los microorganismos frente a antibiéticos y
posiblemente a desinfectantes, uno de los cuales es el amonio cuaternario. Estas
infecciones prolongan la estancia hospitalaria y el costo de la asistencia sanitaria.
El amonio cuaternario se encuentra entre los antimicrobianos mas utilizados en la
desinfeccién de objetos inanimados como paredes, superficies, etc. Entre los
principales organismos aislados en los centros hospitalarios se encuentran:
Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomona aeruginosa. Objetivo: Evaluar la sensibilidad de
Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomona aeruginosa ante el amonio cuaternario. Materiales y
Métodos: La metodologia aplicada fue de tipo longitudinal, analitico, descriptiva y
comparativa. Resultados: Los resultados obtenidos determinaron que las cepas
de Candida albicans ATCC 90028, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 vy
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 son resistentes frente a amonio
cuaternario de primera generacién al 0,05% de concentracion, ya que no se
formaron halos de inhibiciéon con ninguna estas cepas. Conclusion: La actividad
antimicrobiana del amonio cuaternario de primera generacion al 0,05%, fue nula
en todo el universo de estudio, debido a la ausencia de halos de inhibicién en

todos los periodos de tiempo y a su vez en todas las repeticiones.

PALABRAS CLAVES: Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia

coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa, Amonio cuaternario.
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ABSTRACT

Introduction: Nosocomial infections are produced due to several factors, among
them the resistance of microorganisms against antibiotics and possibly to
disinfectants, one of which is the quaternary ammonium. The hospital-acquired
infections prolong the hospital stay and the cost of healthcare. Quaternary
ammonium is among the most widely used antimicrobials in the disinfection of
inanimate objects, such as walls, surfaces, etc. Among the main organisms
isolated in the hospital setting are: Candida albicans, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Pseudomona aeruginosa.

Aim: To evaluate the sensitivity of Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Pseudomona aeruginosa to

guaternary ammonium.

Materials and methods: The applied methodology was longitudinal, analytical,

descriptive and comparative study.

Results: The results demonstrated that the strains of Candida albicans ATCC
90028, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 and Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
are resistant against first-generation quaternary ammonium concentration at

0,05%, since no inhibition halos were formed with any of these strains.

Conclusion: The antimicrobial activity of the first generation quaternary
ammonium at 0,05% was null in the entire study universe, due to the absence of

inhibition halos in all time periods and in turn in all repetitions.

Keywords: Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Pseudomona aeruginosa, Quaternary ammonium.
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ABREVIATURAS

ATCC: American Type Culture Collection
OMS: Organizacion Mundial de la Salud
IN: Infecciones nosocomiales

QACs: Compuestos de Amonio

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos

pum: Micrometros

C: Celsius

mm: Milimetro

ADN: Acido Desoxirribonucleico

BE: Bombas de eflujo o excrecion

ATP: Adenosin Trifosfato

ABC: Adenosin Trifosfato Binding Cassette
MF: Facilitadores mayores

UFC: Unidades Formadoras de Colonias
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INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a las infecciones nosocomiales
(IN), como infecciones contraidas por un paciente durante su estancia en un
centro hospitalario, las mismas que agravan el cuadro clinico del mismo y en los
peores casos conlleva al deceso del paciente y a su vez, establecio las areas de
mayor prevalencia de IN, siendo éstas las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI),
areas quirurgicas y ortopédicas para contraer enfermedades agudas de tipo

nosocomial o intrahospitalaria (1).

Las investigaciones centran su atencion sobre las IN, siendo una preocupacion
constante dentro del personal sanitario, debido al aumento de la tasa de
mortalidad y al aumento del costo generado referente a la carga econémica. Por
ello cada institucibn debe implementar protocolos de control, prevencion y una
gestién adecuada para la reduccion de las infecciones nosocomiales, incluyendo

adecuados procesos de desinfeccion (2).

En los Ultimos afios se ha podido evidenciar multiples microorganismos
oportunistas, en superficies o0 areas sanitarias, debido a su resistencia ante

diversas sustancias usadas para la desinfeccion del mismo (3).

Por ello, el principal campo de interés se centra en las bacterias y hongos mas
frecuentemente aislados dentro de un area de salud, de los cuales son: Candida
albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y

Pseudomona aeruginosa (4).

Existen diferentes desinfectantes implementados en cada area hospitalaria, que
son usados acorde a su mecanismo de accion, por ello, el amonio cuaternario se
encuentra entre los mas usados en superficies inertes o inanimadas, debido a su
alta accion antimicrobiana con un pH que varia entre 7 a 10 y a su vez la
presencia de cadenas alquilicas con 12 a 14 carbonos, que brinda una mayor

accion antimicrobiana (18) (36).

Lorena Jacqueline Coronel Chumbi 1
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l.1. PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

Situacion problematica: Una de las causas de infecciones nosocomiales (IN) se
da por la baja sensibilidad de microorganismos a desinfectantes y antibioticos
empleados en las instituciones hospitalarias. Al mismo tiempo, se ha determinado
el tipo de bacterias y hongos mas resistentes dentro de las instituciones de salud.
En donde se ha observado que el efecto residual de los desinfectantes ha
disminuido en los ultimos afios 0 se ha visto anulado por dichos microorganismos.
Adicional, estos microorganismos se encuentran colonizando diferentes
superficies, paredes, pisos u otras zonas inanimadas a nivel hospitalario

provocando graves inconvenientes de salud publica (3) (5).

En los centros de salud ingresan una gran cantidad de personas con diversas
patologias, las mismas que pueden ser transmitidas directa o indirectamente a
otros pacientes e incluso al personal sanitario. Si bien estas instituciones
implementan procesos de limpieza o desinfeccion, los desinfectantes no siempre
son los adecuados, estan bien preparados o en concentraciones adecuadas para
las diferentes areas con la finalidad de evitar la propagacion de IN. A su vez los
principales desinfectantes empleados serian capaces de eliminar bacterias gram
positivas, gram negativas y hongos; sin embargo, existen microorganismos que
son capaces de sobrevivir ante estos principios activos. Por ello, se han realizado
diversos estudios en diferentes centros de salud para intentar controlar y prevenir

estas infecciones nosocomiales (6).

Por lo cual, las IN representan un gran problema de salud a nivel mundial,
atentando directamente a centros de salud tanto publicos como privados, debido
a su alta tasa de mortalidad, presentandose tanto en paises desarrollados como
en proceso de desarrollo. Adicional, se determinaron que dichas infecciones
pueden prolongar la estancia hospitalaria y al mismo tiempo el aumento en los
costos al paciente y para el hospital. A si mismo, existen factores de riesgo
detonantes de las infecciones nosocomiales, involucrados con el ambiente y la

calidad de la atencion presentada por el personal de salud (7).

Lorena Jacqueline Coronel Chumbi 2
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Problema de investigacion: Existen diferentes estudios en donde refiere la
resistencia de multiples microorganismos a antibiéticos, lo cual sugiere que de la
misma manera sucede con desinfectantes o0 antisépticos empleados a nivel
hospitalario y mas aun investigaciones de su efecto residual, los mismos que
podrian producir complicaciones en el cuadro clinico del paciente por causar IN.
Se debe recalcar que a nivel local existen pocos estudios con dicho
planteamiento, es por ello que la importancia radica en realizar investigaciones
gue se relacionen con la sensibilidad bacteriana y fungica a desinfectantes y
antisépticos, permitiendo mejorar su uso y estableciendo una adecuada
prevencion de la resistencia bacteriana. Si bien se ha especificado que la
supervivencia de microorganismos en las instituciones hospitalarias, ha formado
un problema de salud, es preciso el desarrollo de investigaciones que
establezcan el uso correcto de desinfectantes, tanto en concentraciones
adecuadas, como en el tiempo que debe ser realizada la desinfeccion, asi como
sus procedimientos, con el objetivo de establecer la sensibilidad de ciertos
microorganismos y a su vez reducir las tasas de morbilidad y mortalidad con
relacion a las infecciones nosocomiales.

A este problema se suman las pocas investigaciones acerca del efecto residual
gue poseen los desinfectantes en periodos de tiempo, con lo cual, no se tiene de
manera certera informacion de desinfectantes que tengan amplio espectro y largo

poder de accion.

1.2. JUSTIFICACION

El presente trabajo, permitid verificar la sensibilidad o resistencia de Candida
albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomona aeruginosa frente al amonio cuaternario utilizado para la
desinfeccion de areas a nivel hospitalario, lo cual, marca un precedente para
verificar si la eficacia de dicho desinfectante en los periodos de tiempo planteados
en esta investigacion es la adecuada. Por otro lado, la investigacion brinda un
aporte a nivel hospitalario y podria servir como base bibliografica para futuras

investigaciones. Los beneficiarios directos de la investigacion fueron los pacientes

Lorena Jacqueline Coronel Chumbi 3
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hospitalizados y profesionales de salud, debido a que los resultados obtenidos
permitieron establecer una clave importante ante la seleccion de productos que
contengan amonio cuaternario, y podrian permitir una reduccion en las tasas de
mortalidad y morbilidad de IN por fallas en los protocolos de desinfeccion o el uso

inadecuado de los mismos.

1.2.1. PREGUNTA CIENTIFICA: ¢Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa, son sensibles

a la accion bactericida del amonio cuaternario en diferentes periodos de tiempo?

Lorena Jacqueline Coronel Chumbi 4
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[.3. OBJETIVOS
[.3.1. Objetivo General:

- Evaluar la sensibilidad de Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa ante

el amonio cuaternario.

[.3.2. Objetivos Especificos:

- Verificar la actividad antimicrobiana del amonio cuaternario frente a
Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomona aeruginosa, mediante la medicion de halos

de inhibicion en los periodos de tiempo establecidos.

- Comparar la sensibilidad de Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa,

frente al amonio cuaternario.
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l.4. MARCO TEORICO
[.4.1. Antecedentes

Un estudio realizado en el afio 2017 por Gupta, Malhotra, y colaboradores en la
India, titulado “Identificacion de las especies de Candida en las infecciones
sanguineas”, en donde se obtuvieron muestras de pacientes internados con
sospecha de IN en distintas Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), se aislo
Candida no albicans (60%) y Candida albicans (40%), determinando su presencia

en los cultivos de sangre (8).

En Meéxico, en el 2017, en una investigacion realizada por Gutiérrez y
colaboradores, titulada “Estudio multicéntrico de resistencias bacterianas
nosocomiales en México”, se aisl6 Pseudomona aeruginosa (24%), Acinetobacter
baumannii  (12,57%), Staphylococcus aureus (9,01%), Staphylococcus
haemolyticus (8,59%), Klebsiella pneumoniae (7,96%), Escherichia coli (7,54%) y
Candida albicans (2,09%). Adicional, establecieron el sitio de mayor aislamiento
microbiano, siendo este el aspirador bronquial, el mismo que producia mayor
prevalencia de IN en los centros hospitalarios en donde se realiz6 la investigacion
(9).

Una revision bibliografica publicada el 2020, en Costa Rica por Chacén y Rojas,
titulado “Resistencia a desinfectantes y su relacion con la resistencia a los
antibioticos”, establece una posible resistencia de Escherichia coli y Pseudomona
aeruginosa, frente a derivados del amonio cuaternario en muestras de orina y

aislamientos clinicos respectivamente (10).

En el aflo 2019, un estudio realizado por Santana y colaboradores, titulado “Perfil
epidemiologico de pacientes hospitalizados con candiduria en la region centro-
occidental de Brasil”, se evalu6 a 93 pacientes, obteniendo como resultado la
presencia de Candida tropicalis (37,6%); Candida albicans (36,6%); Candida
glabrata (19,3%); complejo de psilosis (4,3%); Candida lusitaniae (1,1%) y

Candida krusei (1,1%). A su vez sefalaron que las tasas de mortalidad fueron de
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un 48% mas altas entre los pacientes con candiduria y diagnosticados

posteriormente con insuficiencia renal (11).

Un estudio realizado por Ramos y Alonso, en el 2011, en Venezuela, titulado
“Evaluacion de la resistencia a agentes desinfectantes de bacterias aisladas de
ambientes naturales”, refiere la resistencia de Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus sp, a Compuestos de
Amonio Cuaternario (QACs), cuyo principio activo es el bromuro de lauril-dimetil-
bencil-amonio al 10% y 0,16% (12).

Otro estudio realizado por Guevara y Saucedo, en Peru con el titulo de “Bacterias
patbgenas responsables de infecciones intrahospitalarias en los servicios de
medicina y neonatologia - Hospital General de Jaén enero- junio 2019”, se
observé aislamiento de Escherichia coli con 44% en neonatologia y 20% en
medicina general; Stapylococcus aureus con un 4% en cada servicio; Klebsiella
pneumoniae con un 8%, Salmonella typhi 4% y Proteus sp 4% en medicina
general; Klebsiella aerogenes con 4%; Enteroccus 4% y Staphylococcus epidermis

4% en el area de Neonatologia (13).

De igual manera, en Pert en 2018, un estudio establecido por Garcia y Romero,
titulado “Efecto de dos desinfectantes de uso hospitalario sobre el crecimiento In
Vitro de Stapylococcus aureus y Escherichia coli”, se observé el efecto bactericida
de hipoclorito de sodio (Clorox 7,5%) y amonio cuaternario de quinta generacion

(Betagen R-82F 12%), ante Escherichia coli y Staphylococcus aureus (3).

El Ministerio de Salud Publica del Ecuador, a través del reporte de datos de
resistencia a los antimicrobianos emitido por el Instituto de Investigacion en Salud
Publica del Ecuador de los afios 2014-2018, establecié hallazgos de resistencia
bacteriana en 44 hospitales de diferentes lugares del pais, en donde reportaron la
presencia de Eschericha coli con 58% en el 2014 aumentando a 61% en el 2017;
Klebsiella pneumoniae con 20% en el 2014, aumentando ligeramente a 21% para
el afo 2017; Staphylococcus aureus con 12% en el 2014 y reduciéndose a 10% en
el 2017 y Pseudomona aeruginosa con 10% en el 2014, disminuyendo al 8% en el
2017 (14).
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En el 2015 en Quito, Garcia publicd su investigacion titulada “Infecciones
asociadas al cuidado de la salud en la Unidad de Cuidados Intensivos de Adultos
en el hospital terciario en el periodo de enero a junio de 2015”, en el cual, se
determiné que el 85,3% de las infecciones intrahospitalarias son causadas por
microorganismos de tipo bacilos gram negativos y un 14,7% debido a cocos gram
positivos en dicho hospital. Entre las bacterias con mayor porcentaje de
aislamiento se encontraron Klebsiella pneumoniae (32,35%), Pseudomona
aeruginosa (20,6%), Staphylococcus aureus (14,7%), Enterobacter cloacae
(8,82%), Eschericha coli (8,82%), Enterobacter aurogenes (5,9%), Serratia
marcenscens (2,9%), Burkholderia cepacia (2,9%) y Escherichia coli BLEE (2,9%).
Debido a los resultados obtenidos, se llegé a la conclusién que los 17 casos de
neumonia correspondian a un 35,29% a infecciones polimicrobianas y un 64,71%

a infecciones de origen monomicrobiano (15).

En Riobamba-Ecuador, en el 2018, un estudio realizado por Zamora, titulado
“Microorganismos mas frecuentes en hemocultivos del servicio de neonatologia.
Hospital General Docente Ambato. Mayo—Junio 2018”, se aislaron Staphylococcus
epidermis (51,3%), Escherichia coli (17,9%), Staphylococcus aureus (15,4%),

Klebsiella pneumoniae (12,8%) y Enterobacter aerogenes (2,6%) (16).

Herrera, en el 2015, en Cuenca-Ecuador, publicé un estudio titulado “Incidencia de
coliformes E. coli y Listeria spp. en lechuga variedad criolla expendida en los
mercados, ferias agroecoldgicas y supermercados de la ciudad frente a soluciones
desinfectantes de uso casero”, en donde establecié que el amonio cuaternario en
concentraciones normales (0,17%), presenta poco efecto desinfectante frente a
E.coli, en cambio en el doble de concentracién (0,33%), presenta buena
efectividad (17) .

Un estudio realizado el 2016 por Salcedo, en Cuenca-Ecuador, titulado
“Caracteristicas de las infecciones nosocomiales en el servicio de cuidados
intensivos pediatricos en el Hospital Vicente Coral Moscoso, Cuenca 2014-2015”,
se realiz6 un analisis a pacientes diagnosticados de IN, de los cuales el 46%

pertenecia a Cocos Gram positivos, 34,4% a Bacilos Gram negativos,12,5% a
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Cocos Gram negativos, 3,1% a Bacilos Gram positivos y 3,1% no se pudo
determinar. Adicional, determinaron que el germen encontrado con mayor
frecuencia fue Staphylococcus aureus con el 25%, esto refiere a 1 de cada 4

infecciones nosocomiales (2).

Un estudio realizado en Cuenca-Ecuador, el 2016, por Carchi y Serrano, titulado
“‘Andlisis de la efectividad del amonio cuaternario y &acido peracético frente a
coliformes totales y Escherichia coli en superficies inertes del &rea de empaques al
vacio de la planta de embutidos Piggis”, establecid que el desinfectante fue
efectivo, dismuyendo el crecimiento microbiano, siendo la concentracion del

amonio cuaternario de quinta generacion al 0,6% (18).

Y por ultimo un estudio publicado en Cuenca-Ecuador, en 2018, realizado por
Terreros y colaboradores, titulado “Infecciones nosocomiales en el servicio de
pediatria en el Hospital José Carrasco, IESS-Cuenca 2015-2016”, evidencio la
presencia de Pseudomona aeruginosa (16,67%), Staphylococcus — aureus
(16,67%), Staphylococcus epidermidis (16,67%), Klebsiella pneumoniae (13,33%),
Escherichia coli (10%), Staphylococcus epidermidis meticilino resistente (3,33%),
Acinetobacter baumannii (3,33%), Candida albicans (3,33%) Yy otros

microorganismos responsables de infecciones nosocomiales (4).
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1.4.2. Marco referencial
1.4.2.1. Infecciones nosocomiales

Fernandez y colaboradores, en su articulo publicado en la Revista Chilena de
Derecho, ratifica la definicion realizada por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), en el afio 2002, acerca de infecciones nosocomiales, como “una infeccién
contraida en el hospital por un paciente internado por una razon distinta de esa
infeccion, una infeccidn que se presenta en un paciente internado en un hospital o
en otro establecimiento de atencion de salud en quien la infeccibn no se habia
manifestado ni estaba de periodo de incubacién en el momento del internado.
Comprende las infecciones contraidas en el hospital, pero manifiestas después del
alta hospitalaria y también las infecciones ocupacionales del personal del

establecimiento” (19).

Las infecciones nosocomiales (IN), presentan un gran problema de salud publica
gue conlleva a una alta demanda en costos debido a la resistencia de multiples
microorganismos, los cuales empeoran el cuadro clinico del paciente, requiriendo
tratamientos cada vez mas costosos, por ello es necesario la implementacion de

comités para la prevencion y control de dichas enfermedades (20).

[.4.2.2. Agentes infecciosos

Actualmente, uno de los debates mas significativos en el campo de la salud es el
aumento en las tasas de infecciones nosocomiales, lo que hace referencia al
incremento de agentes infecciosos y su resistencia, es decir diferentes
microorganismos capaces de sobrevivir en un medio ambiente hospitalario ain

cuando los procesos de desinfeccion se realizan en dichas areas.

Es por ello que, al ingresar un paciente a un centro hospitalario, los
microorganismos que se encuentran en el mismo pueden ingresar al huésped
produciendo complicaciones en su estado de salud, dejando leves o graves
secuelas e incluso algunos pueden conllevar al deceso del paciente. Es necesario

recalcar que, a pesar que un centro hospitalario tenga como fin, la recuperacion y
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tratamiento de pacientes, éste a su vez constituye un reservorio de

microorganismos, detonantes de IN (21) (22).

Estos agentes infecciosos pueden provenir de la propia flora del paciente,
personal sanitario o de patdgenos presentes en otros pacientes, de superficies
inanimadas y en el ambiente hospitalario a las cuales han sobrevivido. La
evidencia reciente sobre dichos agentes, establece que su transmisién puede ser
por contacto directo o indirecto, inhalacion, via oral (ingesta de alimentos y agua) y

via intravenosa (22).

Por otra parte, los factores relacionados con IN, han sido investigados desde
diversas perspectivas, estableciendo varios factores que puedan agravar una
infeccion intrahospitalaria, entre las cuales se encuentra la edad del paciente
(ancianos 0 éarea pediatrica), pacientes que hayan salido de algin proceso
quirdrgico o quimioterapias, es decir que tengan comprometido su sistema
inmunoldgico. A su vez la OMS di6 a conocer que la maxima prevalencia de IN se
da en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), en éareas quirdrgicas y
ortopédicas para tratar enfermedades agudas, entre las cuales, la mas comun se
encuentra en el area respiratoria provocando neumonias y también en vias

urinarias (1).

Un articulo publicado por la revista Ateneo, en Cuenca, por Terreros et. al, en el
2018, demostré que los agentes microbianos que han generado infecciones
nosocomiales en el area de pediatria del Hospital José Carrasco Arteaga son:
Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae

y Pseudomona aeruginosa (4).

1.4.2.3. Caracteristicas generales

1.4.2.3.1. Candida albicans

Es una levadura redonda u ovalada de entre 3,5-7 x 4-8 um de tamafio. Su
desarrollo se da entre 25-37°C de temperatura y dentro de un periodo de 24-36
horas. Sus colonias son de aspecto blancas cremosas en un medio agar

Sabouraud, el mismo que se desarrolla en un periodo de aproximadamente 3 dias
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y un pH alcalino de 5-6. Este patdgeno es uno de los més aislados en infecciones
fungicas, debido al consumo de nutrientes procedentes del huésped, conllevando
a su supervivencia y a su vez es considerado un hongo polimorfo por su
colonizacion en tejidos. Tiene la capacidad morfolégica de cambiar de levadura a
hifa y pseudohifa, este cambio se debe a su densidad celular (<10° células/mm)
(23).

1.4.2.3.2. Staphylococcus aureus

Perteneciente a la familia Micrococcaceae, es una bacteria Gram positiva que
mide entre 0,5 a 1um de diametro (24).

Su crecimiento 6ptimo ocurre entre 18 a 24 horas de incubacién, en donde sus
colonias tendran entre 0,5 a 1,5mm de didmetro. Estas colonias se caracterizan
por su consistencia cremosa, brillantes y su pigmentacion de amarillo a dorado,
debido a la fabricacion de carotenoides durante su desarrollo, a su vez elaboran
hemdlisis en un medio de agar sangre. Se encuentra distribuida en el medio
ambiente, en las mucosas de animales y personas. Puede sobrevivir por un
periodo de tiempo en ambientes secos e incluso al calor, congelacion e irradiacion
(24) (25).

Desde su descubrimiento por Ogston en 1880, Staphylococcus aureus es
considerado un patégeno con gran potencial para causar multiples infecciones en
el ser humano y en animales. Es la especie tipo del grupo, considerada la mas
virulenta, responsable de un amplio espectro de enfermedades, que van desde
infecciones de la piel y tejidos blandos hasta infecciones graves que amenazan
con la vida (25) (26).

S. aureus es una bacteria anaerobia facultativa, pero pueden cambiarse facilmente
a aerobia, debido a su capacidad de desarrollarse en atmdsferas con o sin
oxigeno. Por otra parte existe la posibilidad de inactivar un millén de S. aureus por
milimetros, si estas son sometidas a una temperatura de 66° C en 12 minutos y a

Su vez, en una temperatura de 60° en 78-83 minutos (26).
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El impacto de las cepas de S. aureus sobre la salud es la resistencia que puede
presentar a multiples antibidticos. A través de los afios se ha incrementado la tasa
de morbilidad y mortalidad a pesar del gran numero de antibioticos disponibles que
existen. S. aureus forma parte de la flora normal del humano, entre 25 y 50% de la
poblacion sana esta colonizada por esta bacteria, constituyendo un riesgo por su
diseminacion. Este puede ser adquirido a través del contacto con otras personas o

por exposicion al ambiente (25).

En los ultimos afios han aumentado de forma notable las infecciones por este
microorganismo, en especial por cepas de S. aureus resistentes a la meticilina. El
Centro de Enfermedades Infecciosas estima que en Estados Unidos en el afo
2005 se desarrollaron 94,360 infecciones invasivas por S. aureus resistentes a la
meticilina (25). Adicional, en los ultimos afios se ha observado este incremento
progresivo de infecciones con una sensibilidad a antibitticos diferente que afecta a
la poblacién sana sin haber tenido contacto previo con los hospitales o clinicas de
salud (26).

Los estudios de epidemiologia molecular son de gran importancia ya que han
permitido entender las relaciones evolutivas entre las cepas, asi como conocer el

origen de las clonas durante los brotes epidémicos (25) (26).
1.4.2.3.3. Escherichia coli

Se trata de bacilos Gram negativos, que miden 1,1-1,5um por 2,0-6,0um de largo,
el mismo que se encuentra distribuido en diversos ambientes inanimados como

superficies, suelos, vegetales, agua y flora intestinal (27).

Puede sobrevivir a temperaturas desde alrededor de 35° a 43° C. Por otro lado, su
pH es de 7,2. E. coli es considerada como un microorganismo patdégeno, debido a
la produccién de toxinas, invasion en el huésped (atacando directamente a sus
células), interferir en el metabolismo celular y a su vez destruyendo tejidos

celulares (28).
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Anualmente es responsable de un 20% a 30% de bacteriemias y un 20% de IN,
originadas en el tracto urinario y cavidad abdominal, dejando una tasa de
mortalidad entre 4% y 18% (27).

1.4.2.3.4. Klebsiella pneumoniae

Es una bacteria gram negativa facultativa y aerobia, caracterizada por ser un
bacilo inmovil, debido a la ausencia de flagelos, mide entre 0,50 pm y 2,0 um.
Habitan en la naturaleza (agua, verduras, suelo), gracias a su capacidad de
adherirse al nitrogeno atmosférico, sus colonias crecen entre 30° - 37°C,
fermentan carbohidratos y son capaces de producir 4cidos fuertes, los mismos que

seran usados en su desarrollo metabdlico (29).
1.4.2.3.5. Pseudomona aeruginosa

Es una bacteria aerobia gram negativa, presenta una forma de bastén, su
diametro es de 0,6 x 2 um, se encuentra en la naturaleza y en medios humedos
dentro de hospitales. Se multiplica en diversos medios de cultivos, sus colonias
son redondas vy lisas de color verdoso fluorescente y olor dulce, similar a uvas. La
temperatura apta para su desarrollo es alrededor de 37° a 42°C. P. aeruginosa no
fermenta carbohidratos, sin embargo, multiples cepas oxidan glucosa conllevando
a la generacion de un olor dulce. Esta bacteria es considerada patdégena, ya que
se adhieren a la mucosa o piel, colonizando y produciendo una invasién local, para

finalmente producir enfermedades sistémicas (30).

1.4.2.4. Resistencia microbiana

La resistencia microbiana se da cuando los microorganismos (bacterias, virus,
hongos o parasitos), sufren mutaciones, volviéndolos vulnerables ante la
presencia de un desinfectante o antibiético. En el 2015, la asamblea de la OMS,
argumento la necesidad de implementar un protocolo o plan de accién contra los
microorganismos, debido al aumento de su capacidad de sobrevivir en distintas

zonas inanimadas, cuyo fin es combatir contra la resistencia antimicrobiana,
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ayudando a la reduccion, prevencion e incluso eliminacion de mudltiples

microorganismos patégenos (31).

En la actualidad, estos patdgenos se han vuelto altamente letales y con una
resistencia cada vez mas distinta. Es por ello que el personal debe conocer y
manejar cada patdgeno respecto a su sensibilidad existente, ayudando a predecir
futuras mutaciones (20).

Es por ello que la empresa farmacéutica, cada dia desarrolla e investiga nuevas
biocidas, debido a que los microorganismos elaboran nuevas formas de eludir la
accion microbiana. Sin embargo, su resistencia, disminuye la efectividad del
tratamiento, conllevando adquirir farmacos costosos, prolongacion de su estancia

en el centro hospitalario y el aumento de la mortalidad (31) (32).
1.4.2.4.1. Resistencia bacteriana

Durante varias décadas, se ha evidenciado la resistencia bacteriana a biocidas, en
donde las bacterias reforman la estructura lipidica de sus células, ayudandoles a

sobrevivir a dichas sustancias (3).

Esta resistencia bacteriana, puede ser intrinseca (natural) y adquirida. La
resistencia intrinseca refiere a una propiedad del microorganismo, como una
adquisicién de material genético, el cual ocurre a través de conjugacién en donde
se realizar4 un intercambio de material genético entre dos agentes (donante y
receptor) y transformacion en el cual incorpora ADN libre extracelular procedente
de lisis de otro patdgeno. Estos procesos ayudan a incorporar genes de
resistencia multiple al genoma o plasmido. Mientras tanto la resistencia adquirida,
refiere a un cambio en la estructura genética del microorganismo, en donde se
desarrolla: bombas de eflujo o excrecion (BE), modificacion de la proteina de
unién a la penicilina y modificacion ribosomal, alteraciones y disminuciones de la
permeabilidad de la membrana celular, biofilms y sobreexpresion del sitio blanco
(31).

Se debe tener presente la formacién genética de una bacteria, la misma que esta

constituida por plasmidos y transposones, quienes ayudaran al transporte de los
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genes de resistencia. Por ello es importante indicar que los plasmidos son
moléculas circulares de ADN, mientras que los transposones son secuencias de
ADN que pueden moverse a distintas parte del genoma celular, por otra parte
existen plasmidos y transposones que contienen elementos génicos, conocidos
como integrones, los cuales permiten atraer genes exdgenos, usados para

sobrevivir frente a diferentes antibioticos o biocidas (33).

Por otro lado, los biofilms son considerados una resistencia procariota, los cuales
protegen y mantienen la union bacteriana frente a cualquier alteraciéon ambiental y
bactericida (34).

1.4.2.4.2. Resistencia fungica

Su principal mecanismo de resistencia, es la formacion de biopeliculas, las
mismas que permitiran la invasién y posteriormente la infeccion. A su vez los
hongos pueden tener el método de resistencia por mutacion molecular, dentro de
la enzima diana del antifingico, con respecto a la sintesis del ergosterol y por
altimo un mecanismo en donde desarrollan barreras de permeabilidad o también
conocidos como sistemas de bombeo de antifingicos. Este se desarrolla fuera de
la célula, presenciando la alternacién en las bombas de expulsion: Adenosin
Trifosfato (ATP) binding cassette (ABC) y facilitadores mayores (MF) (35).

[.4.2.5. Amonio Cuaternario o Compuestos de Amonio (QACs)

Se define como una sustancia antimicrobiana, debido a su accion desinfectante.
Pertenece a compuestos tensoactivos catidnicos y su principal estructura es el ion
amonio (NHa4). Esta sustancia actia en altas concentraciones como bactericida y

en bajas concentraciones como bacteriostatico (34).

Entre los productos mas comercializados derivados del amonio cuaternario, esta el
cloruro de benzalconio o cloruro de N-alquil-dimetil-bencilamonio, la misma que
puede presentar cambios debido a su cadena alquilica, relacionado al nUmero de
atomos de carbono. Adicional, los derivados de amonio que presenten cadenas

alquilicas con 12 a 14 carbonos, permitiran una mayor accion antimicrobiana (18).
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Otro factor que brindaréa una alta accion microbiana, es su implementacion en un
medio alcalino entre 7 a 10. Los QACs no son corrosivos, no manchan y no son
toxicos en dosificaciones correctas, previamente establecidas o recomendadas
(36).

Son solubles en agua y alcohol, pero incompatibles a aguas duras debido a la
presencia de calcio y magnesio. Sin embargo, la presencia de materia organica,

provoca disminucion de su efectividad (5) (37).

Son esenciales para la eliminacion de bacterias Gram positivas, microorganismos
fungicos vy virus tipo lipofilicos, sin embargo su accién es reducida ante bacterias
Gram negativas y virus tipo hidréfilos, las mismas que pueden presentar

resistencia ante el desinfectante (34).
[.4.2.5.1. Mecanismo de accion

Estas moléculas al ingresar al microorganismo, penetran la membrana, gracias a
su cadena carbonada (hidr6foba), en donde interacciona con los fosfatos de los
fosfolipidos, generando alteraciones en su permeabilidad, alteracion celular, salida
del material vital citoplasmatico y liberacion de metabolitos, los cuales actian en
su metabolismo energético. También, las sustancias de amonio, inactivan enzimas
y a su vez desnaturalizan las proteinas usadas para el desarrollo microbiano (5)
(18).

1.4.2.5.2. Clasificacion

- Primera generacién: también denominado como cloruro de N-alquil-dimetil-
bencilamonio. Su principal caracteristica radica en sus cadenas alquilicas de
12 y 14 carbonos, los mismos que le brindan poder antibacterial. EI mas

conocido de esta generacion es el cloruro de benzalconio (5).

- Segunda generacion: se la conoce como n-alquil-dimetil-etil-bencilamonio,
los cuales presentan un aumento en su actividad antimicrobiana y una

reduccion microbiana, acorde al uso repetitivo (5).
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- Tercera generacion: es la combinacion de las dos primeras generaciones, lo
cual provoca un incremento de su actividad biocida, y con ello mejora la

seguridad en la desinfeccion (5).

- Cuarta generacion: nombrado “cadena gemela”, debido a sus cadenas di-
alquilicas lineales. Su actividad germicida es superior y presenta una alta
tolerancia a las cargas de proteina y agua dura, presentando baja toxicidad

(5).

- Quinta generacion: es la combinacion de la cuarta y segunda generacion. Su

potencialidad es mayor en condiciones hostiles y su uso es seguro (5).
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II.1. Disefio de investigacion
La investigacion se desarrollé con una metodologia de tipo longitudinal, analitica,

descriptiva y comparativa.

Se considero de tipo longitudinal debido a los periodos de tiempo establecidos para
realizar la investigacion, es decir se determind la sensibilidad de Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomona
aeruginosa, frente al efecto residual del amonio cuaternario en distintos periodos de
tiempo pre establecidos: 20min, 1h, 3h, 6h, 12h, 24h y 48h posteriores a la aplicacion

del desinfectante.

La temética investigada también fue de tipo analitica, debido a que los resultados del
estudio fueron analizados e interpretados acorde a la mediciébn de los halos de
inhibicion y permitieron establecer una comparacion entre las variables, en este caso,

los microorganismos en los periodos de tiempo establecidos previamente.

A su vez, fue descriptiva ya que se pretendio cuantificar y describir los diferentes tipos
de microorganismos y comparativa debido a que los resultados obtenidos fueron

comparados entre si.

[I.2. Poblacién y muestra

Compuesto por: cepa de Candida albicans ATCC 90028, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 y Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

11.2.1. Universo — Poblacidén

El Universo del estudio en la presente investigacion correspondié a la cepa de
Candida albicans ATCC 90028, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 vy
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

[1.2.2. Muestreo y muestra

Tipo intencional no probabilistico, el mismo que comprendio:
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- Material biolégico: cepas Candida albicans ATCC 90028,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y Pseudomona aeruginosa ATCC
27853.

- Material de prueba: desinfectante de uso mas comudn en centros

hospitalarios.

Para establecer el muestreo y verificar la sensibilidad al desinfectante por parte de
cada uno de los microorganismos anteriormente mencionados, se elabord cinco
repeticiones para cada tiempo sefialado en el ensayo, con el fin de determinar un
promedio de medicién de halos de inhibicion a los 20min, 1h, 3h, 6h, 12h, 24h y 48h,

mas dos controles de calidad del medio, tanto positivo como negativo:

- Control positivo: inoculado con la bacteria.

- Control negativo: sin bacteria.

La muestra comprendié un total de 185 placas para la elaboracién del ensayo de
difusién en disco (Kirby- Bauer) incluidos 10 controles de calidad, los cuales se

detallan de la siguiente manera:

e Un desinfectante sometido al estudio.

e A cada uno de los cinco microorganismos se realizé cinco placas por cada uno
de los siete periodos de tiempo: 20 minutos, 1 hora, 3 horas, 6 horas, 12 horas,
24 horas y 48 horas.

e Cinco cepas ATCC de microorganismos sometidas a la investigacion.

e 10 controles (5 positivos y 5 negativos).

Criterios de seleccién: para la formalizacion de la poblacion se tuvo en cuenta

los siguientes criterios de seleccion:

e Criterios de inclusién: se incluyeron las cepas Candida albicans
ATCC 90028, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853, las cuales se encuentran en el laboratorio

de microbiologia de la Universidad Catolica de la ciudad de Cuenca.

Lorena Jacqueline Coronel Chumbi 21



Universidad
Catolica
de Cuenca

Facultad de Biofarmacia

[1.3. Definicion y clasificacion de las variables

Microorganismos

1. Candida albicans: hongo diploide asexual y saprdfito, productora de IN.

2. Staphylococcus aureus: bacteria anaerobia facultativa gram positiva,
productora de infecciones nosocomiales.

3. Escherichia coli: bacilo gram negativo anaerobia facultativa, productora de
infecciones nosocomiales

4. Klebsiella pneumoniae: bacteria moévil gram negativa, productora de
infecciones nosocomiales.

5. Pseudomona aeruginosa: bacteria aerobia gram negativa, patdgeno

oportunista presente en humanos y plantas.
Tiempo

Periodo determinado en el que se realiza una accion.

Desinfectante

Sustancia usada para desinfectar una area o lugar establecido, facilitando la

eliminacién de gérmenes.

Halo de inhibicion

Es la zona alrededor de un disco con antibi6tico o desinfectante colocado en una

caja mono Petri de agar inoculado por un germen.

I1.4. Procedimientos, técnicas e instrumentos para la obtencién de datos.

Técnica aplicada: Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por el Método de

Difusion de Disco (Kirby — Bauer)
e Elaboracioén del Agar Mueller Hinton

1. Se autoclavo y se dejo enfriar hasta que alcanz6 45-50°C.
2. Se esterilizdé y se midio el pH del agar, su valor debe estar entre 7,2 y
7,4 a temperatura ambiente.
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3. Se dosificé el medio en placas Petri, para obtener un grosor de 4mm del
agar en cada placa.

e Proceso de preparacion del desinfectante en los periodos de tiempo

1. Se utiliz6 discos de papel filtro, los cuales fueron previamente
esterilizados en un tubo de ensayo con tapa rosca.

2. Se coloco los discos por separado en una caja Petri de vidrio estéril.

3. Se agreg6 10ul de amonio cuaternario en la caja Petri contenedora de
los discos ya preparado en concentracion para reas semicriticas.

4. Posteriormente se impregné el desinfectante en los discos, se tapé la
caja Petri y se dejo reposar de acuerdo a los periodos de tiempo ya

establecidos.

e Elaboracion del estandar (0,5 Mc Farland), prueba de turbidez para el

in6culo

1. Se agreg6é 1,5 ml de una solucién de BaCl: 0,048 M (BaCl2.2H20 al
1,175% P/V) a 99,5 ml de una solucion de H2SO4 0,18 M (0,36 N) (1%
V/V) en constante movimiento manteniendo la suspension.

2. Se verificé la densidad correcta del estandar con el espectrofotometro,
cuya absorbancia a 625 nm es 0,08 a 0,10 para el estandar 0,5 de Mc.
Farland.

3. Se distribuy6é de 4-6 ml en tubos con tapa de rosca similares a los
usados para preparar el inoculo.

4. Antes de ser usado se agitd vigorosamente dicho estandar de

preferencia, en un agitador mecanico.

e Preparacién del in6culo Candida albicans, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa.
Método de desarrollo previo:

e Se selecciond cuatro a cinco colonias bien aisladas de cada

microorganismo respectivamente, observando que sean del mismo tipo
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morfoldgico, de un cultivo, usando un asa de siembra para trasladarlo a un
tubo que contiene de 4 a 5 ml caldo Mueller Hinton.

Se incubd el caldo a una temperatura desde 35°C, hasta que alcance o
exceda la turbidez del estandar 0,5 de la escala de Mc. Farland (por lo
general de 2 a 6 horas).

Finalmente se adjunto la turbidez del inéculo con solucion salina o caldo
apropiado hasta el tubo 0,5 de la escala de Mc. Farland, por comparacion

visual con el estandar.

Inoculacion de las Placas:

Se inoculé 100l sobre la placa que contiene agar Mueller Hinton y se
aplicé la técnica de sembrado por extensién con el asa de Drigalski en
todas las direcciones.

Se coloc6 papeles filtro previamente esterilizados e impregnados con el
desinfectante en sus periodos de tiempo ya establecidos.

Se impregno los discos con el desinfectante amonio cuaternario de primera
generacion, obtenido a la concentracion de uso para la descontaminacion
en areas hospitalarias semicriticas.

Se colocd los discos impregnados sobre la superficie del agar con la ayuda
de una pinza estéril o la punta de una aguja presionando suavemente sobre

cada disco para asegurar un contacto completo con la superficie del agar.

Incubacion

Se incubd las placas en posicién invertida a 35°C dentro de los 24-48 horas

posteriores a la aplicacién de los discos.

Lectura de las placas e interpretacion de los resultados

Se midio los diametros de las zonas de inhibicion completa (incluyendo el
diametro del disco), usando una regla, manteniendo iluminada la parte
posterior de la placa Petri con una luz reflejada localizada a unos cuantos

centimetros sobre un fondo negro.
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I1.4.1. Procedimientos estadisticos y analisis de datos

Los datos obtenidos, fueron ingresados al programa Excel para la tabulacion y
analisis de los mismos. Dichos datos facilitaron la respuesta al problema planteado
de la investigacion y al mismo tiempo ayudaron a la interpretacion de los
resultados comprendiendo el poder del amonio cuaternario en distintos periodos
de tiempo. Los resultados obtenidos, tuvieron un caracter descriptivo y se
representaron mediante tablas.

[1.5. Aspectos éticos

El desarrollo del estudio se realiz6 siguiendo estrictas normas de seguridad
durante la preparacion de los medios de cultivo, manipulando las cepas de los
microorganismos de manera adecuada y eliminando los residuos biopeligrosos,
asi como durante la verificacion de la sensibilidad del microorganismo. Adicional,
se utilizaron los equipos de proteccion adecuados como mandil, mascarilla, cofia y
gafas de seguridad para evitar la contaminacion de las muestras y de la
investigadora.

Por otra parte, las muestras analizadas fueron descartadas utilizando el protocolo
para la recoleccibn de desechos peligrosos, determinado como normas
establecidas en el Manual de Bioseguridad del Ministerio de Salud Publica del
Ecuador. Estas muestras descartadas fueron esterilizadas y almacenadas en
recipientes con fundas rojas para su recoleccién y posteriormente un tratamiento

final establecido por la empresa responsable de la misma.

Durante el desarrollo de la investigacion, no se manipularon muestras biolégicas
obtenidas de fluidos biol6gicos, por lo cual no fue necesario la aprobacién por
parte del Comite de Etica.
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lll. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se indican los resultados obtenidos con relacion a la sensibilidad
de Candida albicans ATCC 90028, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 vy
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, frente al amonio cuaternario de primera
generacion al 0,05%. Como se indicé previamente en la metodologia, se realizé
cinco repeticiones por cada uno de los periodos de tiempo previamente
establecidos para esta investigacion, los mismos que fueron comparados con

controles tanto positivos como negativos de cada bacteria, hongo.

Es importante especificar que en la presente investigacion no se consideré la
posible interaccion del desinfectante con el medio de cultivo, la densidad y la
volatilidad del mismo, que podrian haber contrarrestado la accién del poder

residual del desinfectante.

TABLA 1: Halos de inhibicion generados por Candida albicans ATCC 90028 frente

a amonio cuaternario 0,05%.

Candida albicans Repeticiones

1 2 3 4 5

Halos de inhibicion (mm)
20 minutos 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00
1 hora 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00
3 o 3 horas 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00
§ 2 6 horas 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00
% IG:J 12 horas 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00
* 24 horas 0,00 { 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00
48 horas 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 |0,00

Fuente 1: Base de datos Excel

Autor: Coronel Lorena
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En la Tabla 1, se muestran los resultados obtenidos de los halos de inhibicion de
Candida albicans con amonio cuaternario. Como se puede apreciar, el
desinfectante no permitié el desarrollo de halos de inhibicién con este hongo en
ninguna de las repeticiones, ni en los diferentes periodos de tiempo planificados,
determinando que Candida albicans presenta resistencia, frente al amonio

cuaternario de primera generacion en una concentracion de 0,05%.

Con base en lo anterior, Ratula, en Estados Unidos, en el afio 2019, trabajé con
cepas de Candida auris y Candida albicans y verificO su resistencia frente a 21
germicidas utilizados en instalaciones sanitarias. Realizd0 pruebas mediante el
método de contador cuantitativo con diversos desinfectantes y realizé tres réplicas
en su muestreo. En su investigacion se observd que el QAC con base de agua
presenta eficacia limitada, por lo cual no recomend6 su uso en superficies,
ambientes y equipos a nivel hospitalario, los cuales se encontraron en un intervalo
de entre 1,5 y 4,1-logio de reduccién de viabilidad (38). En esta investigacion se
observa semejanza en los resultados obtenidos por Ratula, en cuanto a los halos
de inhibicion, sin embargo; se debe aclarar que la metodologia aplicada fue
transversal, debido al uso de la prueba cuantitativa de portadores, relacionada con

discos para determinar la accién antimicrobiana.
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Tabla 2: Halos de inhibicion generados por Staphylococcus aureus ATCC 25923

frente al amonio cuaternario 0,05%.

Staphylococcus aureus Repeticiones
1 2 3 4 5
Halos de inhibicién (mm)
20 minutos 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 (0,00
1 hora 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 (0,00
3 o 3 horas 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 {0,00
é 2 6 horas 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 (0,00
‘% g 12 horas 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 {0,00
* 24 horas 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 (0,00
48 horas 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00 (0,00

Fuente 2: Base de datos Excel
Autor: Coronel Lorena

En la Tabla 2 se puede observar que no se formaron halos de inhibicion con
relacion a ningun periodo de tiempo ni repeticion durante el muestreo, lo cual
permite verificar la poca eficacia que posee del amonio cuaternario frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Por otro lado, Garcia en el 2017, en Ambato-Ecuador, obtuvo resultados diferentes
al establecer que el amonio cuaternario al 20%, presentaba una mayor eficacia
frente a S.aureus al presentar un halo de inhibicién de 80,33mm. En este estudio
se aplicé el método de difusion en agar Mueller-Hinton, por medio de la técnica
Kirby Bauer, a su vez su metodologia fue descriptiva (39). Se debe recalcar que la
concentracion con la que Garcia trabajé en su investigacion fue al 20% a
diferencia de esta investigacion que fue al 0,05%. Sin embargo, la concentracion

implementada en el estudio de Garcia no es utilizada a nivel hospitalario.

Por otra parte, Garcia y Romero en Peru, en su investigacion realizada en el 2018,

observaron la presencia de halos de inhibicion de S. aureus frente al amonio
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cuaternario de quinta generacion (Betagen R-82F12%), en todas sus
concentraciones (0,05%; 0,1%; 0,2%) y en sus cinco repeticiones. Los promedios
de los halos de inhibicion variaron de acuerdo a sus concentraciones: 11,2mm al
0,05%; 13,4mm al 0,1% y 16,00mm al 0,2%. Sin embargo, a pesar de la existencia
de halos de inhibicion, Garcia establecié que ningun halo alcanz6 mayor o igual
diametro a los 21,00mm, siendo éste el equivalente al punto de corte para
establecer sensibilidad o resistencia, por lo tanto S. aureus presenta resistencia al
amonio cuaternario. Asi mismo, se debe considerar que los métodos empleados
fueron dilucién y difusion en agar, también aplicé la técnica de Kirby-Bauer y a su
vez su metodologia fue de tipo transversal, no longitudinal como en esta

investigacion (3).

Tabla 3: Halos de inhibiciébn generados por Escherichia coli ATCC 25922 frente al

amonio cuaternario 0,05%.

Repeticiones

Escherichia coli 1 2 3 4 |5
Halos de inhibicion (mm)
20 minutos 0,00 (0,00 (0,00 (0,00 |0,00
1 hora 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00
3 o 3 horas 0,00 (0,00 (0,00 (0,00 |0,00
é 2 6 horas 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00
% E 12 horas 0,00 (0,00 (0,00 (0,00 |0,00
* 24 horas 0,00 (0,00 (0,00 (0,00 |0,00
48 horas 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00

Fuente 3: Base de datos Excel

Autor: Coronel Lorena

En la Tabla 3, se puede identificar la efectividad del amonio al 0,05% frente a
Eschericha coli ATCC 25922, en donde se puede observar que no se formaron

halos de inhibicion en ningun periodo de tiempo ni repeticion.
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Chacon y Rojas en el 2020, en Costa Rica, en su estudio bibliografico, obtuvieron
resultados similares al evidenciar genes resistentes presentes en Escherichia coli
frente a derivados del amonio. Dicha resistencia se debe al cambio de respuesta
frente al antimicrobiano, conllevando a la modificacion de su composicion lipidica,

los cuales forman genes de resistencia y por ello la supervivencia bacteriana (10).

Ramos en el 2011, en Venezuela, mantuvo resultados similares al presenciar
resistencia de E. coli en sus tres repeticiones frente a QACs cuyo agente activo
fue bromuro de lauril-dimetil-bencil-amonio al 10% y 0,16%, realizado mediante la
prueba de Suspension Cuantitativa. De acuerdo a su estudio, las cepas que
presentaron un valor de >5-logio de reduccion de viabilidad, se las considero
sensibles frente a QACs (12). Se debe considerar que el estudio presentd una

metodologia de tipo transversal.

Por otra parte, Garcia en el 2018, en Pert, demostré la eficacia del amonio
cuaternario de quinta generacion (Betagen R-82F12%), frente a E. coli, al
presenciar halos de inhibicién en las distintas concentraciones de 0,05%; 0,1% y
0,2% de desinfectante, con cinco repeticiones respectivamente, acorde a su
metodologia. Obteniendo un promedio de 7,60mm al 5%; 11,60mm al 0,1% y
13,60mm al 0,2%. Sin embargo ningun halo alcanzé un didmetro mayor o igual a
21,00mm para determinar sensibilidad, por lo cual se concluyd que existe
resistencia de E. coli frente al amonio cuaternario (3). Adicional, se debe
considerar que los métodos empleados en este estudio fueron dilucién, difusién en

agar, la técnica de Kirby-Bauer y a su vez su metodologia fue de tipo transversal.
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Tabla 4: Halos de inhibicion generados por Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

frente al amonio cuaternario 0,05%.

Repeticiones
Klebsiella pneumoniae 1 2 3 4 5
Halos de inhibicion (mm)

20 minutos 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00

1 hora 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00
3 ° 3 horas 0,00 (0,00 (0,00 (0,00 |0,00
é 2 6 horas 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00
% E 12 horas 0,00 0,00 (0,00 (0,00 |0,00
. 24 horas 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00

48 horas 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00

Fuente 4: Base de datos Excel

Autor: Coronel Lorena

En la Tabla 4 se puede observar que no existe la presencia de halos de inhibicion
frente al desinfectante, por lo cual se establece que existe resistencia bacteriana
de K. pneumoniae ATCC 700603 al amonio cuaternario en la concentracion del
0,05% y a su vez determina que dicha concentracion fue insuficiente para la
eliminacién de la misma. Asi mismo en el 2011, Ramos y Alonso en Venezuela,
mantuvieron resultados similares al presenciar resistencia de K. pneumoniae en
sus seis repeticiones, frente a dos desinfectantes pertenecientes a QACs cuyo
agente activo fue bromuro de lauril-dimetil-bencil-amonio al 10% y 0,16%
respectivamente, por otra parte, su metodologia fue transversal, realizado
mediante la prueba de suspension cuantitativa. Dicha resistencia fue considerada
debido a que sus valores fueron >5logio de reduccion de viabilidad. Adicional,
pudieron establecer que dicha resistencia se encuentra estrechamente
relacionada con las moléculas plasmidicas movilizables conjugativas o

transposones (12).

Montagna y colaboradores, en el 2019, en ltalia, obtuvieron un halo de inhibicion

de 7,00mm de K. pneumoniae en sus tres repeticiones con isopropanol al 17,2% +
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amonio cuaternario al 0,28%, sin embargo, establecieron que la bacteria es
sensible al presentar un halo de inhibicion mayor a 8mm, concluyendo que existe
resistencia por parte de la bacteria. Dicho estudio fue realizado mediante el
método de difusibn en agar, la técnica Kirby Bauer y su metodologia fue

transversal (40).

Mientras tanto, en el 2016, Carchi y Serrano en Cuenca-Ecuador, determinaron
una buena eficacia del amonio cuaternario al 0,6%, frente a coliformes totales, en
el mismo que se encuentra presente K. pneumoniae, dando como resultado 0,00
Unidades Formadoras de Colonias/centimetro cuadrado (UFC/cm?). Para su
determinacion plantearon la diferencia entre superficies inertes antes y después
del tratamiento, usando el método Petriflm en donde se recont6é las colonias
respectivamente. Su metodologia fue transversal a diferencia de la aplicada en la

presente investigacion que fue de tipo longitudinal (18).

Tabla 5: Halos de inhibicion de amonio cuaternario 0,05% frente a Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853.

Repeticiones

Pseudomona 1 2 3 4 5
aeruginosa Halos de inhibicion (mm)
20 minutos 0,00 (0,00 (0,00 (0,00 |0,00
1 hora 0,00 (0,00 (0,00 (0,00 |0,00
S5 o |3 horas 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00
é S 6 horas 0,00 (0,00 (0,00 (0,00 |0,00
‘% E 12 horas 0,00 (0,00 |0,00 |0,00 |0,00
* 24 horas 0,00 (0,00 (0,00 (0,00 |0,00
48 horas 0,00 (0,00 (0,00 (0,00 |0,00

Fuente 5: Base de datos Excel

Autor: Coronel Lorena
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En la Tabla 5, se puede evidenciar la falta de halos de inhibicién en todos los
periodos de tiempo y repeticiones, por lo cual el amonio cuaternario no es
eficiente frente Pseudomona aeruginosa ATCC 27853. Los resultados se
mantuvieron semejantes en el 2011 con Ramos, en Venezuela, al presenciar
resistencia de Pseudomona aeruginosa en sus seis repeticiones frente a QACs
cuyo agente activo fue bromuro de lauril-dimetil-bencil-amonio con
concentraciones de 10% y 0,16%, dicho resultado se considero debido a que
sus valores se encuentran >5logio de reduccion de viabilidad, de acuerdo a 5
minutos de exposion del desinfectante. Este estudio fue realizado por la
metodologia transversal mediante la prueba de suspension cuantitativa (12).

Por otra parte en el 2020, Chacdén y Rojas, en Costa Rica, realizaron un
estudio bibliografico, con una metodologia observacional descriptiva, los
mismos obtuvieron resultados similares al evidenciar la resistencia de

Pseudomona aeruginosa frente a derivados de amonio (10).

En el 2019 Montagna y colaboradores, en lItalia, obtuvieron resultados
similares al observar un halo de inhibicion de Omm en sus tres repeticiones con
isopropanol al 17,2% + amonio cuaternario al 0,28%. En donde aplicaron el
método de difusién en agar, la técnica Kirby Bauer y a su vez, su metodologia

fue transversal (40).

Por otra parte se debe establecer que la elaboracién de la parte practica o
experimental del estudio, el desinfectante se usé acorde especificaciones
detalladas por el fabricante, siendo este 5 ml de amonio cuaternario en 1 litro

de agua, las mismas que se encontraron rotuladas en el envase.
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IV.1. CONCLUSIONES

1. Se evalud la sensibilidad de Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa ante
el amonio cuaternario, generando resistencia bacteriana y fungica al no
formar ningun halo de inhibicion en ninguna réplica, ni periodo de
tiempo.

2. La actividad antimicrobiana del amonio cuaternario de primera
generacion al 0,05% frente a Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa, fue
nula en todo el universo de estudio, debido a la ausencia de halos de
inhibicion en todos los periodos de tiempo y a su vez en todas las
repeticiones.

3. Se pudo realizar una comparacion de sensibilidad de Candida albicans,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomona aeruginosa ante el amonio cuaternario, debido a la
ausencia de halos de inhibiciébn en cada uno de los microorganismos
previamente nombrados, conllevando a determinar resistencia

microbiana y fungica.
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IV.2. RECOMENDACIONES

1. Se debe realizar mas investigaciones con relacion a la eficacia del amonio
cuaternario, debido al uso continuo a nivel hospitalario e incluso a nivel

comun.

2. Promover mas estudios con relacion a la concentracion y el tiempo exacto
de aplicacion del desinfectante para una correcta eliminacién bacteriana o
fungica, de tal manera que ayude a la reduccion de infecciones

nosocomiales futuras.

3. En investigaciones futuras se deberia verificar los factores mencionados
con anterioridad (interaccion del desinfectante con el medio de cultivo,
volatilidad, densidad, etc.) para confirmar si éstos alteran o no el efecto

residual del amonio cuaternario.
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ANEXO 1. DESINFECTANTE UTILIZADO: AMONIO CUATERNARIO

Fuente: Universidad Catolica de Cuenca.
Autor: Lorena Coronel.

ANEXO 2. PREPARACION DE AGAR MACCONKEY EN LAS CAJAS MONOPETRI
PARA REACTIVACION DE CEPAS.

Fuente: Universidad Catélica de Cuenca.
Autor: Lorena Coronel.
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ANEXO 3. REACTIVACION DE LAS CEPAS; Candida albicans ATCC 90028,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 y Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

Fuente: Universidad Catolica de Fuente: Universidad Catolica de
Cuenca. Cuenca.
Autor: Lorena Coronel Autor: Lorena Coronel

Fuente: Universidad Catodlica de Fuente: Universidad Catélica de
Cuenca. Cuenca.

Autor: Lorena Coronel Autor: Lorena Coronel
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Fuente: Universidad Catolica de
Cuenca.

Autor: Lorena Coronel.

ANEXO 4. PREPARACION DEL DESINFECTANTE AMONIO CUATERNARIO DE
PRIMERA GENERACION AL 0,05%.

Fuente: Universidad Catélica de Cuenca.
Autor: Lorena Coronel.
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ANEXO 5. IMPREGNACION DE AMONIO CUATERNARIO A LOS DISCOS EN
RELACION A LOS PERIODOS DE TIEMPO PREVIAMENTE ESTABLECIDOS.

Fuente: Universidad Catdlica de Fuente: Universidad Catélica de
Cuenca. Cuenca.
Autor: Lorena Coronel Autor: Lorena Coronel

ANEXO 6. DISCOS DE IMPREGNACION DE ACUERDO A LOS PERIODOS DE
TIEMPO.

Fuente: Universidad Catodlica de Fuente: Universidad Catélica de
Cuenca. Cuenca.

Autor: Lorena Coronel Autor: Lorena Coronel
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Fuente: Universidad Catolica de Fuente: Universidad Catolica de
Cuenca. Cuenca.
Autor: Lorena Coronel Autor: Lorena Coronel

Fuente: Universidad Catolica de Cuenca.
Autor: Lorena Coronel
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ANEXO 7. PREPARACION DE LA MUESTRA A LA ESCALA DE MCFARLAND.

Fuente: Universidad Catolica de Fuente: Universidad Catolica de
Cuenca. Cuenca.
Autor: Lorena Coronel Autor: Lorena Coronel

ANEXO 8. INOCULOS DE LAS CEPAS ATCC.

Fuente: Universidad Catolica Fuente: Universidad Catdlica
de Cuenca. de Cuenca.

Autor: Lorena Coronel Autor: Lorena Coronel
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Fuente: Universidad Catolica de Cuenca.
Autor: Lorena Coronel

ANEXO 9. SIEMBRA DE CEPAS; Candida albicans ATCC 90028, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603 y Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

Fuente: Universidad Catolica de Fuente: Universidad Catolica de
Cuenca. Cuenca.
Autor: Lorena Coronel Autor: Lorena Coronel
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ANEXO 10. COLOCACION DE DISCOS EN CADA MEDIO DE CULTIVO CON
AMONIO CUATERNARIO EN LOS TIEMPOS ESTABLECIDOS.

Fuente: Universidad Catdlica de Fuente: Universidad Catélica de
Cuenca. Cuenca.
Autor: Lorena Coronel Autor: Lorena Coronel

ANEXO 11. INCUBACION DE LAS PLACAS EN LA ESTUFA A 37°C

Fuente: Universidad Catolica Fuente: Universidad Catélica
de Cuenca. de Cuenca
Autor: Lorena Coronel Autor: Lorena Coronel
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ANEXO 12. CONTROL POSITIVO Y NEGATIVO DE LAS CEPAS; Candida
albicans ATCC 90028, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y Pseudomona aeruginosa
ATCC 27853.

- Candida albicans ATCC 90028

Fuente: Universidad Catolica Fuente: Universidad Catoélica
de Cuenca. de Cuenca
Autor: Lorena Coronel Autor: Lorena Coronel

- Staphylococcus aureus ATCC 25923

Fuente: Universidad Catdlica Fuente: Universidad Catdlica
de Cuenca. de Cuenca

Autor: Lorena Coronel Autor: Lorena Coronel
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- Escherichia coli ATCC 25922

Fuente: Universidad Catdlica Fuente: Universidad Catdlica
de Cuenca. de Cuenca
Autor: Lorena Coronel Autor: Lorena Coronel

- Klebsiella pneumoniae ATCC 700603

Fuente: Universidad Catdlica Fuente: Universidad Catolica
de Cuenca. de Cuenca

Autor: Lorena Coronel Autor: Lorena Coronel
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- Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

Fuente: Universidad Catélica Fuente: Universidad Catdlica
de Cuenca. de Cuenca
Autor: Lorena Coronel Autor: Lorena Coronel

ANEXO 13. MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION DE Candida albicans
ATCC 90028, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 y Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
FRENTE AL AMONIO CUATERNARIO DE PRIMERA GENERACION AL 0,05%
CON RELACION A LOS PERIODOS DE TIEMPO.

- MEDICION A LOS 20 MINUTOS

Fuente: Universidad Catélica
de Cuenca.

Autor: Lorena Coronel
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- MEDICION A 1 HORA

Fuente: Universidad Catolica
de Cuenca.

Autor: Lorena Coronel

- MEDICION A LAS 3 HORAS

Fuente: Universidad Catdlica
de Cuenca.

Autor: Lorena Coronel
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- MEDICION A LAS 6 HORAS

Fuente: Universidad Catoélica
de Cuenca.

Autor: Lorena Coronel

- MEDICION A LAS 12 HORAS

Fuente: Universidad Catdlica
de Cuenca.

Autor: Lorena Coronel
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- MEDICION A LAS 24 HORAS

Fuente: Universidad Catoélica
de Cuenca.

Autor: Lorena Coronel

- MEDICION A LAS 48 HORAS

Fuente: Universidad Catélica
de Cuenca.

Autor: Lorena Coronel
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