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RESUMEN

Introduccién: Los microorganismos son peligrosos para la salud de los seres
humanos, principalmente los causantes de enfermedades nosocomiales a nivel
hospitalario, entre estos se destacan Staphylococcus aureus y Enterococcus
faecalis. Su alta capacidad de infeccion en muchas ocasiones se debe a que las
bacterias mencionadas anteriormente, presentan una cierta resistencia a
antimicrobianos y desinfectantes de uso hospitalario, por lo cual no se genera su

inhibicion total deseada.

Objetivos: Evaluar la resistencia que tienen los microorganismos Staphylococcus
aureus y Enterococcus faecalis frente a diferentes concentraciones de
desinfectantes utilizados en ambientes hospitalarios como: hipoclorito de sodio,

glutaraldehido, yodopovidona, amonio cuaternario y alcohol etilico.

Materiales y métodos: Se determind la resistencia antimicrobiana de las cepas

Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis usando la Concentraciéon Minima
Inhibitoria (CMI) utilizando el método de macro dilucién en caldo. Resultados: los
desinfectantes hipoclorito de sodio, alcohol etilico y amonio cuaternario inhibieron
el crecimiento bacteriano en absolutamente todas sus concentraciones y réplicas;
mientras que los desinfectantes glutaraldehido y yodopovidona no generaron una

inhibicion total.

Palabras clave: Desinfectantes, concentracion minima inhibitoria,

resistencia microbiana.
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ABSTRACT

Introduction: Microorganisms are dangerous for human health, mainly those
causing nosocomial diseases at the hospital level, among which Staphylococcus
aureus and Enterococcus faecalis stand out. Their high capacity for infection is often
because the bacteria mentioned above present a specific resistance to
antimicrobials and disinfectants of hospital use, which is why their desired total

inhibition is not generated.

Objectives: To evaluate the resistance of Staphylococcus aureus and Enterococcus
faecalis microorganisms to different concentrations of disinfectants used in hospital
environments such as sodium hypochlorite, glutaraldehyde, iodopovidone,

quaternary ammonium and ethyl alcohol.

Materials and Methods: The antimicrobial resistance of Staphylococcus aureus
and Enterococcus faecalis strains were determined using the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) through the macro dilution method in broth. Results: Sodium
hypochlorite, ethyl alcohol and quaternary ammonium disinfectants inhibited
bacterial growth in absolutely all concentrations and replicates, while glutaraldehyde

and iodopovidone disinfectants did not generate total inhibition.

Keywords: disinfectants, minimum inhibitory concentration, microbial resistance
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INTRODUCCION

La expansion de bacterias multi resistentes a nivel mundial, es alarmante y
representa un problema de salud importante, ya que estos microorganismos tienen
la capacidad de generar infecciones en la poblacién, por lo que causan una
prolongacion del tiempo de hospitalizacion, aumento de costos meédicos y
mortalidad. Por este motivo, es necesario que las naciones implementen tanto
medidas de prevencion, como de control de infecciones generadas por bacterias en

establecimientos de salud (5).

El término resistencia a desinfectantes, se refiere a un microorganismo que no
presenta sensibilidad a una determinada concentracion del compuesto usado, por
lo que el desinfectante no cumple con su actividad normal de desinfeccién e
inhibicion, porque la bacteria incrementa su tolerancia a la sustancia y se vuelve
resistente. Los desinfectantes son capaces de desempenar mecanismos de accion
sobre moléculas de membrana de las células vivas, en especial sobre lipidos,
carbohidratos, proteinas, vitaminas, minerales, acidos nucleicos y hormonas. No
obstante, la actividad de un desinfectante puede variar segun el microrganismo,

inclusive entre cepas distintas de una misma especie (5,7).

Los mecanismos de resistencia de estos agentes patdgenos en muchas ocasiones
se deben a una adaptacién de los mismos al medio en el que habitan, causado por
el uso indiscriminado y sin control de estas sustancias; asi como inadecuadas
concentraciones de las mismas, tiempos insuficientes de aplicacion, ya que las

personas no suelen leer los instructivos que indican todas estas cuestiones (7).

En la presente investigacion se evalué la CMI de hipoclorito de sodio,
glutaraldehido, alcohol etilico, yodopovidona y amonio cuaternario, frente a
Staphylococcus aureus ATCC 29212 y Enterococcus faecalis ATCC 25923 a través
de varias concentraciones de las sustancias y con blancos negativos y positivos

para la comparacion optima de los resultados.

Debie Avilés — Arianna Sanchez 1
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1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

1.1 Situacién problematicay problema de investigacion

Los microorganismos han impactado significativamente en la historia de la
humanidad. Desde épocas remotas, han sido causantes de enfermedades graves
que culminaron con la vida de un sinnumero de personas y generado pandemias,
por ello, el descubrimiento de la accién de los antimicrobianos, desinfectantes y
antisépticos frente a las bacterias, permitié el cese en la proliferacion de algunos
microorganismos a nivel hospitalario tanto para superficies como para insumos,

instrumental médico e incluso en pacientes (1).

En Peru, segun la investigacion realizada por Gonzalez, los desinfectantes reducen
la mortalidad por infeccién en un 54% por su capacidad para erradicar gérmenes
transmisores de enfermedades (1). Es por ello que la OMS recomendd usar

desinfectantes y antisépticos en areas intrahopitalarias (2).

Las infecciones bacterianas siguen siendo un problema trascendental tanto en la
salud publica como privada. Cada persona esta expuesta a una gran cantidad de
agentes microbianos en su diario vivir debido a que las infecciones pueden ser
transmitidas de manera directa e indirecta (cruzada) a través de objetos inanimados.
El uso de un nivel superior de higiene dentro de toda labor, principalmente
hospitalario, es primordial, ya que permite la reduccion de transmision cruzada de

cualquier agente infeccioso (3).

Sin embargo, desde la década de 1950, ya se informaba de las primeras cepas
bacterianas capaces de adquirir resistencia a antimicrobianos en general, debido a
que su proceso de evolucidon se ha acelerado y expandido globalmente,
incrementando la resistencia bacteriana. Teorias planteadas acerca de la
multirresistencia bacteriana, relacionan al medio ambiente y a los cambios

genéticos, asi lo manifiestan Celis et. al (3).

Debie Avilés — Arianna Sanchez 3
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Por este motivo, la OMS sefal6é que la RAM se encuentra formando parte de uno
de los tres problemas mas importantes a los que la salud humana enfrenta, siendo
una de las mayores amenazas en la actualidad. Entre los antimicrobianos también
se pueden citar a los antisépticos y desinfectantes, por este motivo, alcanzar un
mejor nivel de desinfeccion mediante adecuadas concentraciones de desinfectantes

podria favorecer a una eliminacién mas efectiva de los microorganismos (4).

Desde hace afios atras, se sabe que la mayor parte de las infecciones hospitalarias
han sido principalmente causadas por una diversa variedad de bacterias. Frente a
esta situacion, aproximadamente en la década de 1950, se detectd que el
género Staphylococcus constituyé uno de los principales agentes que generan
infecciones nosocomiales por presentar alta resistencia, la cual ha ido
incrementando hasta obtener cepas resistentes principalmente a la meticilina y que

forman parte del ecosistema de muchos hospitales en general (5).

De igual manera, un estudio epidemioldgico realizado por Castellano et al.,
demostraron un incremento paulatino en infecciones nosocomiales generadas por
S. aureus, desde un 11,2% en 1996 hasta un 20% en 2016. Asimismo, en la década
actual el incremento de la prevalencia de E. faecalis dentro de un proceso
asistencial hospitalario tanto en forma endémica como epidémica, implica un serio
problema terapéutico por la adquisicion de resistencia contra los desinfectantes

comunes (6, 7).

El NNIS (EE.UU.) inform6 que el género Enterococcus es la segunda causa mas
frecuente reportada de infecciones en heridas quirdrgicas por su capacidad de
acceder con facilidad a las vias sanguineas. El género Enterococcus ha adquirido
resistencia incluso a condiciones ambientales por lo que su rapida diseminacion en
el ambiente hospitalario se ha favorecido por el insuficiente cumplimiento de lavado
de manos del personal de salud. A partir de la década de los afos 50 del pasado
siglo, se inform6 de las primeras cepas de Enterococcus faecalis resistentes a los

derivados de amonio cuaternario, siendo un gran problema para algunos ambientes

Debie Avilés — Arianna Sanchez 4
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intrahospitalarios. No obstante, dicha situacion se ha incrementado. Esta bacteria
es la responsable del 23,9% de la mortalidad global por enfermedades

nosocomiales (6, 7, 8).

Es importante recalcar que no ha sido posible evidenciar investigaciones que se
relacionen con el tema referente a la resistencia a desinfectantes o antisépticos en
diferentes concentraciones en Ecuador y en Azuay mediante el método de CMI. Las
investigaciones encontradas solamente relacionan a antibiéticos mas no

desinfectantes.

2.- JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

2.1- Significado o importancia de la solucion del problema
La presente investigacion es de relevancia debido a que en la actualidad la
resistencia microbiana frente a diversos desinfectantes de uso hospitalario ha
incrementado considerablemente, lo que se debe al hecho de que se requiere de
otras concentraciones de los mismos o tiempos de contacto mucho mas

prolongados.

Por este motivo, es trascendental el desarrollo de nuevos estudios e investigaciones
sobre el uso de los desinfectantes y sus concentraciones que permita impedir la
proliferacion de diversos microorganismos. Entre éstos se encuentran S. aureus y
E. faecalis, que son los microorganismos patogenos de interées.

2.2- Aporte y Novedad

2.2.1- Aporte metodoldqgico

Bajo el criterio metodoldgico, la presente investigacion permitira observar la
aplicacion de la técnica de CMI de algunos desinfectantes mas comunes de uso
hospitalario, frente a los microorganismos S. aureus y E. faecalis a partir de la

experimentacion en el laboratorio, con la finalidad de brindar una recomendacion.

Debie Avilés — Arianna Sanchez 5
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2.2.2- Aporte tedrico-practico

El aporte tedrico-practico de esta investigacion, esta dado por la generacion de
referencias tedricas, las cuales son obtenidas, por un lado, a partir de fuentes
bibliograficas fiables que solventaran y reforzaran el aprendizaje adquirido durante
estos anos. A través de la practica en el laboratorio se permitira la obtencion de los
resultados con la finalidad de verificar la hipétesis planteada.

2.2.3- Novedad
Este tema es de relevancia puesto que verifica la resistencia o susceptibilidad
bacteriana a través de los afos a los distintos desinfectantes en ambientes
hospitalarios, lo que ciertamente podria conducir a infecciones intrahospitalarias de
los pacientes, por lo cual es imprescindible realizar investigaciones relacionadas. La
investigacion sirve de contribucién en lo que al campo de las ciencias de la salud se

refiere.

3. OBJETIVOS

3.1- Objetivo general
- Evaluar la resistencia de Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis
frente a diferentes concentraciones de desinfectantes utilizados en

ambientes hospitalarios.

3.2- Objetivos Especificos

Identificar la CMI necesaria de los desinfectantes para la inhibicion de

Staphylococcus aureus.

- Verificar la CMI necesaria de los desinfectantes para la inhibicién de
Enterococcus faecalis.

- Comparar los resultados obtenidos entre las concentraciones de los

diferentes desinfectantes utilizados, con las mismas bacterias.

Debie Avilés — Arianna Sanchez 6
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4. MARCO TEORICO

4.1- Antecedentes

La resistencia que presentan las bacterias en la actualidad genera graves
problemas a nivel hospitalario tanto publico como privado y a la poblacion en
general. Las investigaciones se encaminan en el analisis de las bacterias patdégenas
y resistentes que puedan causar infecciones nosocomiales, aun cuando los
procedimientos de trabajo o manipulacion a pacientes impliquen antisépticos y
desinfectantes. Tal es el caso de varias investigaciones que se detallan a

continuacion.

Un estudio realizado en Costa Rica por Miranda en el INISA, dedujo que, desde la
década de 1950, cepas de Staphylococcus y Enterococcus han adquirido
resistencia a los desinfectantes por lo que el incremento de enfermedades

nosocomiales fue en aumento a partir de la fecha antes mencionada (9).

Por otro lado, la investigacion realizada por Reynaldo en Argentina evalud la
respuesta de los Enterococcus hospitalarios sensibles y resistentes a meticilina
frente a antisépticos y desinfectantes como p-cloro-metil-xileno al 4,8%, cloruro de
benzalconio (amonio cuaternario de primera generacion) al 10%, glutaraldehido
alcalino al 2% y yodopovidona a través del método de difusién en agar de Mueller
Hilton, en donde se observo que la yodopovidona y el glutaraldehido fueron eficaces

contra Enterococcus (10).

El uso de diferentes compuestos quimicos ha aumentado, con fines antisépticos o
desinfectantes. Asi lo demuestra Monsalve en Colombia, en donde dedujo que
desde la aparicion de los microorganismos Staphylococcus y Enterococcus a
mediados del siglo 50, la manipulacion inadecuada a los pacientes y las
instalaciones o ambientes intrahospitalarios han sido los responsables en gran parte
de la transmision tanto directa como indirecta de bacterias resistentes debido al mal

uso de los desinfectantes (11).

Debie Avilés — Arianna Sanchez 7
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Por otra parte, se han considerado a los patdgenos S. aureus y Enterococcus como
los patdégenos mas relevantes dentro de las infecciones nosocomiales entre los afios
1980-1999. Se conoce a nivel mundial que los desinfectantes y antisépticos se
utilizan ampliamente en hospitales, cada uno de ellos forma una parte fundamental
dentro de las planificaciones de control de infecciones, cuyo propoésito es evitar la
propagacion de infecciones nosocomiales usandolos en procesos de limpieza y

desinfeccién en ambientes intrahospitalarios (12).

Los desinfectantes reducen la cantidad de microbios en el ambiente. Los mas
comunes Yy utilizados son los derivados del amonio cuaternario, siendo el mas
comun el cloruro de benzalconio, alcoholes, aldehidos (glutaraldehido) y
compuestos halogenados (yodo-cloro). Sin embargo, en la década de 1950, se
notificaron las primeras cepas bacterianas (entre ellas S. aureus) resistentes a los
derivados del amonio cuaternario y con ello se logré contribuir a la demostracion de
su capacidad de modificacion en su composicion lipidica para poder perdurar a la
exposicion de estos compuestos. Para 1959 el 20% de las cepas ya eran resistentes

a algunos desinfectantes (13).

Segun un estudio realizado en Colombia por Zuhiga, desde la aparicion de cepas
de Staphylococcus y Enterococcus la diseminacion se ha mantenido como un
problema asociado al ambiente hospitalario. El problema se intensifica puesto que,
en Estados Unidos durante el aio 2005, el numero de personas fallecidas debido a

infecciones graves generadas por ambas cepas fue de alrededor de 18.650 (24).

En Ecuador, de igual manera se han reportado problemas de resistencia bacteriana.
Sin embargo, pocos son los estudios realizados que verifiquen resistencia a
desinfectantes dentro del ambito nacional. No obstante, en una investigacion
realizada en Quito por Chavez en la Universidad Pontificia Catélica del Ecuador, se
realizaron pruebas con glutaraldehido y otros desinfectantes contra S. aureus a
través de micropocillos que contenian agua de peptona, desinfectante e inéculo

activado de una suspensién del microorganismo con turbidez 0,5 McFarland, en

Debie Avilés — Arianna Sanchez 8
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donde se demostré que la efectividad del desinfectante fue del 60% a partir de la

lectura de resultados mediante un espectrofotémetro (14).

Ante la exigencia de tener un ambiente hospitalario con menor cantidad de
microorganismos, es necesario trabajar con técnicas idoneas de desinfeccion, asi
como la adecuada concentracion de los desinfectantes y antisépticos a utilizar. Con
base a ello, Padilla en su investigacién, trabajé con superficies inertes y S. aureus
evaluando la interaccion con glutaraldehido y cloruro de n-alquil-dimetil-bencil-
amonio, en las concentraciones del 0,1%, 0,33%, 1%. Se observo un valor de
inhibicion del 82% para S. aureus con hipoclorito de sodio al 0,1%, 0,33%, 1%; vy

glutaraldehido con las concentraciones del 0,33%, 1% y 2% (15).

De igual manera, Llivisaca, utilizé extractos cetdnicos de la hoja de Vaccinium
corymbosum (arandano) por medio del método de difusién en agar modificado y
demostrd accion antibacteriana frente a S. Typhimurium, V. parahaemolyticus y E.
faecalis con la técnica en disco. Los halos de inhibicion fueron de 8.25mm; 10.88mm
y 10,33 mm en el agar LB y 7,33, 8,00 y 5,00 mm en TSA. De acuerdo a los
resultados, se demostré que los diversos compuestos fendlicos dentro de los
arandanos contribuyen al efecto antimicrobiano. Esta toxicidad fendlica
posiblemente es el factor inhibitorio en la actividad enzimatica presente en los

microorganismos (16).

Es importante recalcar que no se han evidenciado investigaciones a nivel local que
permitan la verificacion de concentraciones minimas inhibitorias de los
desinfectantes de uso hospitalario como son hipoclorito de sodio, alcohol etilico,
yodopovidona, glutaraldehido y amonio cuaternario frente a las bacterias S. aureus

y E. faecalis (15).

4.2- Marco referencial
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4.2.1- Desinfectantes

Los desinfectantes son una herramienta esencial que se emplean para controlar la
diseminacién de agentes infecciosos. Son altamente utilizados para destruir los
microorganismos o inhibir el desarrollo de los mismos sobre una superficie inerte o
inanimada (15, 17).

A los desinfectantes se los puede clasificar desde varios criterios, uno de ellos es
de acuerdo con el mecanismo de accidén. En la tabla 1, se detalla el efecto de

algunos desinfectantes:

TABLA 1. Mecanismo de accion de los desinfectantes.

Compuestos Mecanismo de Accidn

Alcoholes Poseen la capacidad de desnaturalizacion de las
proteinas en concentraciones a partir del 70%
destruyendo asi la membrana celular y matando a

la bacteria.

Hipoclorito de sodio | Inhibe las reacciones enzimaticas y desnaturaliza

las proteinas.

Amonios Puede unirse de manera irreversible a los
cuaternarios cuarta | fosfolipidos y proteinas de la pared celular e

y quinta generacion | inactivar las enzimas.

Peréxido de | Produce iones OH- y radicales libres que oxidan
hidrégeno ciertos lipidos y/o proteinas a través de la liberacion
de oxigeno y con ello evitar la germinacion de

esporas.

Glutaraldehido Genera la alquilacion presente en los distintos
grupos quimicos de las proteinas de los acidos
nucleicos y bacterias. Actua también frente a virus

y hongos.

Fuente: Comité Consultivo de Infecciones Asociadas a la Atencion de Salud, Sociedad
Chilena de Infectologia (2017).
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4.2.2- Disminucion de microorganismos

El uso de productos desinfectantes como parte de los procesos hospitalarios
permite una disminucion en la carga bacteriana. Existen una gran cantidad de
desinfectantes utilizados a nivel hospitalario. Sin embargo, los mas usados se

describen en la siguiente tabla:

TABLA 2. Disminucién de microorganismos.

Desinfectantes Bacteria Toxicidad
Gram (+) Gram (-)

Aldehidos + + Alta

Hipoclorito de sodio + ++ Media

Peréxido de ++ ++ Baja

hidrogeno

Acido peracético ++ ++ Alta

Compuestos de ++ + Media

amonio cuaternario

Fuente: Rodriguez. Instituto de Salud Publica de Chile (2015).

4.2.3- Staphylococcus aureus

Bacteria cocoide, agrupada en una forma parecida a un racimo de uvas,
Grampositivo y anaerobio facultativo. Forma parte de la familia Microccocaceae
género Staphylococcus, y es acreedora de resistencia contra antibiéticos. En los
humanos es considerado el principal causante de infecciones nosocomiales,
infecciones respiratorias e infecciones del tracto urinario ya que puede colonizar
distintas zonas del cuerpo. También se encuentra en ambientes con elevada presion
osmoética y con humedad reducida lo cual explica su capacidad para sobrevivir y

desarrollarse en secreciones del cuerpo humano como las nasales (18).

Se encuentra habitando mucosas y piel de los seres humanos, lo cual puede le
facilitar su penetracion al torrente sanguineo del individuo a través de heridas

quirurgicas. Las cepas habituales de S. aureus tienen un alto poder de resistencia
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a los antibioticos, principalmente a la meticilina y penicilina. S. aureus es una
bacteria importante debido a que es la causante de diversas infecciones y es uno
de los microorganismos principales que se ven implicados en la transmision de
enfermedades generadas por alimentos (ETA) debido a la liberacion de sus toxinas
(18, 19).

Segun el estudio de Herrera en Quito, la tasa de prevalencia de infecciones por S.
aureus fue del 1,03% por cada diez mil pacientes atendidos, en donde la mayoria
de estos pacientes habian ingresado por diferentes problemas de salud. De los diez
mil pacientes atendidos, 250 presentaban infeccién con Staphylococcus spp. Son
encontradas principalmente en abscesos (20). La resistencia adquirida por estos
microorganismos a los desinfectantes en general es debido a una mutacién o

adquisicion de un plasmido al momento de la auto replicacién de su genoma (21).

4.2.4- Enterococcus faecalis

Son cocos Grampositivos, ubicuos, anaerobios facultativos y no esporulados. Se
encuentran comunmente en agua, suelos y la microbiota del hombre en el tracto
digestivo. Son conocidos por causar infecciones del tracto urinario (ITU). Se han
descrito 17 especies, dentro de ellas, E. faecalis, es la mas frecuente en aislarse en
humanos con infeccién debido a su alta virulencia, siendo responsable de hasta el
90% de las infecciones causadas por Enterococos en ambientes hospitalarios. Ha
logrado adquirir resistencia a las beta-lactamasas y tienen la capacidad de
sobrevivir y multiplicarse en microambientes que son téxicos para otras especies

bacterianas, como ocurre en presencia de Ca(OH)2 (21, 22).

Su transmisidn puede ser ocasionada por una relacion directa entre los individuos
que forman parte del personal de atencion en la salud y el paciente, o por una
hospitalizacion que se prolongd, principalmente dentro de las areas de unidades de
cuidados intensivos (UCI). E. faecalis también tiene un elevado nivel de resistencia
a los antibidticos, razén por la cual las infecciones producidas por este

microorganismo son dificiles de erradicar. Posee una elevada mortalidad por sus
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altos niveles de resistencia a la gentamicina, a la estreptomicina y la vancomicina,

lo que genera muchos problemas al momento de elegir terapia con antibiéticos (37).

Estas bacterias se perciben en cadenas o suelen estar en parejas cortas. E. faecalis
no posee capsula, tampoco la posibilidad de formar esporas y son anaerobios
facultativos, lo que quiere decir que estos microorganismos se adaptan a varios
ambientes y pueden sobrevivir, desarrollarse y crecer en presencia o ausencia de
oxigeno, ademas, su capacidad para generar infecciones en ambientes
hospitalarios, es elevada. Su resistencia a los antibioticos comenzé en la década de
1990 donde la faecalis presentaba una resistencia menor al 1% a la vancomicina,

gentamicina y estreptomicina, no obstante, en la actualidad se acerca al 30% (37).
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5. METODOLOGIA

5.1. Disefio y Clasificacién de la investigacion

La investigacion partié de un disefio experimental de tipo cuantitativo ya que
pretendid verificar mediante la experimentacion en el laboratorio cual fue la CMI
de los desinfectantes de uso hospitalario como hipoclorito de sodio, alcohol etilico,
yodopovidona, glutaraldehido y amonio cuaternario frente a E. faecalis y S.
aureus.

Se considero de tipo cuantitativo pues a través de la recopilaciéon de la informacion
a partir del analisis se pudo identificar si las bacterias presentaron resistencia o
sensibilidad a diferentes concentraciones de los desinfectantes. Por otro lado, el
desarrollo de la investigacion permiti6 comprobar la hipotesis planteada de esta
investigacion a través de un analisis de la informacion en un periodo de tiempo por

lo que la convierte en un disefio con corte transversal.

5.2. Definicidon del universo de estudio o la poblaciéon

Durante la investigacion se trabajé con cepas de Enterococcus faecalis ATCC
25923 y Staphylococcus aureus ATCC 29212. Los desinfectantes con los cuales
se trabajo fueron hipoclorito de sodio, alcohol etilico, yodopovidona, glutaraldehido
y amonio cuaternario (cloruro de benzalconio) en diferentes concentraciones a
partir de la concentracién planteada por el Ministerio de Salud Publica del Ecuador
(MSP).

5.3. Muestreo y Muestra

Para el muestreo y muestra se procedio a trabajar con diferentes concentraciones de

los desinfectantes mencionados anteriormente, siendo su concentracién inicial la

establecida por el MSP para uso a nivel hospitalario. Se trabajé con cinco repeticiones

para cada concentracidn de los desinfectantes y los resultados se compararon con un

control positivo y un control negativo por cada concentracion de desinfectante de

acuerdo a las siguientes tablas:
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TABLA 3. Concentraciones de los distintos desinfectantes frente a S. aureus.

Staphylococcus aureus
Desinfectantes Concentraciones
Hipoclorito de sodio 0,5 % 1% 2% 3,5% 5%
Amonio cuaternario 2% 4% 6% 8% 10%
Glutaraldehido 0,25% | 0,5% 1% 1,5% 2%
Yodopovidona 2% 4% 6% 8% 10%
Alcohol etilico 70% 75% 80% 90% 96%
Total de repeticiones + concentraciones 125
Se realizaron 5 repeticiones por cada concentracion

Autores: Avilés Debie, Ariana Sanchez.

TABLA 4. Concentraciones de los distintos desinfectantes frente a E. faecalis.

Enterococcus Faecalis
Desinfectantes Concentraciones
Hipoclorito de sodio 0,5 % 1% 2% 3,5% 5%
Amonio cuaternario 2% 4% 6% 8% 10%
Glutaraldehido 0,25% | 0,5% 1% 1,5% 2%
Yodopovidona 2% 4% 6% 8% 10%
Alcohol etilico 70% 75% 80% 90% 96%
Total de repeticiones + concentraciones 125
Se realizaron 5 repeticiones por cada concentracion

Autores: Avilés Debie, Ariana Sanchez.

6. PRINCIPALES VARIABLES DE MEDICION DE LA RESPUESTA

6.1- Operacionalizacion de variables y definicion de escalas

« Variable 1: Resistencia de S. aureus frente a desinfectantes utilizados en

ambientes hospitalarios y por el personal de salud.

Debie Avilés — Arianna Sanchez

16



Universidad
Catodlica
de Cuenca

Carrera de Biofarmacia

% Variable 2: Resistencia de E. faecalis frente a desinfectantes utilizados en
ambientes hospitalarios y por el personal de salud.

*

Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis.

«+ Variable 3: Concentracion minima inhibitoria de desinfectantes frente a

6.2- OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Variables Definicién Clasificacion Indicador Escala
-Variable ordinal
Sensible: existe
una buena
-Resistencia Conceptual: la -Sensibilidad  de | probabilidad de

bacteriana  de
Staphylococcus
aureus y
Enterococcus
faecalis frente a
desinfectantes
utilizados en
ambientes

hospitalarios.

resistencia
bacteriana se
produce mediante
mutaciones y por
la trasmision de
material genético
adicional
cromosomico
proveniente  de

otras bacterias.

Variable
cualitativa de

escala ordinal.

las bacterias

Staphylococcus

aureus y

Enterococcus
faecalis frente a
desinfectantes

hospitalarios.

éxito inhibitorio de

bacterias
utilizando una
concentracion
habitual de los

desinfectantes.

Resistente: la
probabilidad de
éxito inhibitorio de
microorganismos
patégenos con
ciertos
desinfectantes es
muy reducida o

nula.

Concentracion
minima

inhibitoria

Conceptual: la
concentracion

minima inhibitoria

Crecimiento
bacteriano,
considerandose

que la solucién no

-Variable de razén
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necesaria de los | hace referencia a es efectiva cuando
desinfectantes la concentracién | Variable visualmente se « Tubos
hospitalarios mas baja de | cuantitativa de | registre formacién
para la inhibicion | diversos escala de | de colonias, vy | +: Turbidez:
de desinfectantes razon. efectiva cuando no | crecimiento
Staphylococcus | hospitalarios, que sea posible | -: No turbidez: no
aureus y | hace posible la observar la | crecimiento
Enterococcus inhibicién del formacion de
faecalis. crecimiento  de colonias de los

microorganismos. microorganismos.

Autores: Avilés Debie, Ariana Sanchez.

7. Meétodos, Técnicas e Instrumentos de recoleccion de datos.

Los datos se obtuvieron a partir de la observacion y analisis durante el desarrollo
experimental de la investigacion y fueron recolectados mediante fichas de registro
de datos. Una vez recopilada la informacion se procedioé a la verificacion de los
resultados, para lo cual, se trabajé con el sistema estadistico SPSS versién 24 que
permitié la verificacion de la informacién y verificacion de la hipotesis planteada en

la investigacion.

8. Procesamiento, analisis, resumen y presentacion de la informacion

Los datos numéricos obtenidos a partir del Sistema SPSS fueron tabulados y
presentados mediante graficos, barras o diagramas en donde los resultados se
pudieron visualizar de una manera mas sistematica, resumida y comparativa entre

los desinfectantes.
Técnicas y procedimientos

Se procedera al andlisis a través de la técnica de CMI para las bacterias S. aureus
y E. faecalis con cada uno de los desinfectantes ya mencionados y sugeridos por el

MSP. El periodo de tiempo que se trabajara sera de 24 a maximo 48 horas.
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e Técnicas y procedimientos empleados por objetivos
Objetivo especifico |

1. Aislamiento de S. aureus (ATCC 25923). Se realiz6 la siembra en agar
nutritivo de la cepa original a 37°C por 24 horas.

2. Unavezcultivada, se prepard una suspension bacteriana para compararla con
el patrén al 0,5% de McFarland.

3.  Por otra parte, previamente se preparo las disoluciones de los desinfectantes
con agua estéril.

4.  Con las suspensiones bacterianas y mezcladas previamente con agar TSA se
procedid a realizar la siembra en las respectivas disoluciones de cada
desinfectante, se dejo bajo incubacion por 24 horas a 37°C y se realizé la
lectura de los resultados observando si presentan o no turbidez.

5. El mismo procedimiento que se llevé a cabo para S. aureus se realizé con E.
faecalis (ATCC 29212).

Objetivo Especifico Il

1. Los resultados obtenidos se ingresaron en el sistema SPSS
A partir de los resultados tabulados se pudo verificar la validez de los mismos.
Los resultados tabulados se compararon entre los diferentes desinfectantes

y bacterias y se elaboraron cuadros comparativos en base a los resultados.

Procedimientos éticos

Se trata de una investigacion en donde no se manipularon muestras biologicas
provenientes de seres humanos. De esta forma, se cumplié con los procedimientos
necesarios para una adecuada eliminacion de los residuos microbiologicos y de los
desechos generados durante la investigacion como tal. Una vez culminada la
respectiva eliminacion de desechos infecciosos al separarlos en fuentes y fundas
resistentes, se procedio a realizar el respectivo etiquetado y almacenado donde
permanecieron hasta su recoleccion externa segun el articulo numero 15, 16 y 17

del reglamento ministerial establecidos por el MSP (23).
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Por otra parte, se obedecieron a las instrucciones dadas por el docente tutor de tesis
con el objetivo de asegurar tanto la seguridad de las estudiantes como de la docente
tutora, lo cual implicd seguir de forma correcta, los procedimientos y normas de

bioseguridad para evitar contaminacion a los autores de la investigacion (24).

Adicionalmente, fue impredecible la utilizacion de equipos de proteccion y
bioseguridad como: la mascarilla quirargica para proteger la nariz y la boca, guantes
para la proteccion de las manos y evitar contacto con los microrganismos, la bata
para prevenir la contaminacion o propagacion de la bacteria y zapatones
quirurgicos. Es importante recalcar que no se requirié de la aprobacién por parte del

comité de ética.
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9. RESULTADOS

Los resultados que se presentan producto de la investigacion, fueron obtenidos a
partir de la fase de experimentacion de la investigacion en el laboratorio y son
referentes a la inhibicién de las cepas de bacterias S. aureus ATCC 29212 y E.
faecalis ATCC 25923, frente a diferentes concentraciones de desinfectantes
comunmente utilizados en ambientes hospitalarios como hipoclorito de sodio,

glutaraldehido, alcohol etilico, yodopovidona y amonio cuaternario.

A través de este estudio se llevd a cabo cinco repeticiones de cada uno de los
desinfectantes escogidos con cada microorganismo. Adicionalmente, se
compararon con un control positivo y negativo por cada concentracién de

desinfectante.

TABLA 5: Inhibicion de Staphylococcus aureus ATCC 29212 frente a hipoclorito

de sodio en las concentraciones de 0,5%, 1%, 2%, 3,5% y 5%.

Concentracion | Total de réplicas | Tubos positivos | Tubos negativos
(%)
0,5 5 0 5
1 5 0 5
2 5 0 5
3,5 5 0 5
5 5 0 5

Fuente 1: Base de datos SPSS.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

En la tabla 5 se observa que, en todas las concentraciones, es decir 0,5%, 1%, 2%,
3,5% y 5% de hipoclorito de sodio, se presentd una inhibicién de S. aureus en la
totalidad de los tubos de ensayo de las cinco repeticiones realizadas por cada
concentracion. La concentracion planteada por el MSP para el uso de hipoclorito de

sodio es a partir del 0,5%.
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TABLA 6: Inhibicion de Staphylococcus aureus ATCC 29212 frente a glutaraldehido

en las concentraciones de 0,25%, 0,5%, 1%, 1,5% y 2%.

Concentracion | Total de réplicas | Tubos positivos | Tubos negativos
(%)
0,25 5 2 3
0,5 5 2 3
1 5 1 4
1,5 5 0 5
2 5 0 5

Fuente 2: Base de datos SPSS.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

En la tabla 6 se constatdé que, a partir de las concentraciones de 0,25% y 0,5% el
glutaraldehido es capaz de inhibir el crecimiento bacteriano en tres de los cinco

tubos.

Con la concentracion de 1% se observo crecimiento en un tubo de las cinco réplicas
realizadas, mientras que en los 4 restantes no existid crecimiento. A partir de esta
concentracion, es decir, al 1,5% y 2% existié inhibicion total del crecimiento de S.
aureus en sus réplicas. El MSP sugiere que la concentracidn maxima para el uso

de glutaraldehido debe ser al 2%.

TABLA 7: Inhibiciéon Staphylococcus aureus ATCC 29212 frente a alcohol etilico
en las concentraciones de 70%, 75%, 80%, 90% y 96%.

Concentracion | Total de réplicas | Tubos positivos | Tubos negativos
(%)
70 5 0 5
75 5 0 5
80 5 0 5
90 5 0 5
96 5 0 5

Fuente 3: Base de datos SPSS.

Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.
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En la tabla 7 se observa que con las concentraciones del 70%, 75%, 80%, 90% y
96% de alcohol etilico, se presentd una inhibicién en el crecimiento de la bacteria
en todos los tubos de ensayo de las cinco repeticiones realizadas por cada
concentracion. De igual manera, el MSP plantea que la concentracién que debe ser

utilizada para uso como antiséptico y desinfectante es a partir del 70%.

TABLA 8: Inhibicion de Staphylococcus aureus ATCC 29212 frente a yodopovidona

en las concentraciones de 2%, 4%, 6%, 8% y 10%.

Concentracion | Réplicas totales | Tubos positivos | Tubos negativos
(%)
2 5 5 0
4 5 2 3
6 5 1 4
8 5 0 5
10 5 0 5

Fuente 4: Base de datos SPSS.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

En la tabla 8 con la concentracién de 2% de yodopovidona se presento crecimiento
de Staphylococcus aureus en la totalidad de las réplicas, lo que quiere decir que
yodopovidona al 2% no fue capaz de inhibir el crecimiento bacteriano de la bacteria
mencionada. Con la concentracion de 4% de yodopovidona existio inhibicion del
crecimiento bacteriano ya que sélo en dos de las cinco réplicas totales se desarroll

el microrganismo, pero en las restantes no se observo crecimiento.

La concentracion del 6% de yodopovidona presentd crecimiento de Staphylococcus
aureus en unicamente una de las cinco réplicas y no en las demas, por lo tanto,
yodopovidona al 6% inhibié el crecimiento de S. aureus en la mayoria de los tubos.
Mientras que a partir de las concentraciones del 8% y 10%, se constatdé una
inhibicion total de la bacteria en todas sus réplicas. Segun el MSP, los compuestos
yodoforos, entre los cuales se destaca la yodopovidona pueden tener un rango de

concentracion desde el 2% hasta el 10% con amplia actividad antiséptica.
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TABLA 9: Inhibicion de Staphylococcus aureus ATCC 29212 frente a amonio

cuaternario en las concentraciones de 2%, 4%, 6%, 8% y 10%.

Concentracion | Total de réplicas | Tubos positivos | Tubos negativos
(%)
2 5 0 5
4 5 0 5
6 5 0 5
8 5 0 5
10 5 0 5

Fuente 5: Base de datos SPSS.

Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

En la tabla 9 se observa que a partir de las concentraciones del 2%, 4%, 6%, 8% y
10% de amonio cuaternario, se presenta una inhibicion total en el crecimiento de la
bacteria en los tubos de ensayo de las cinco repeticiones por cada concentracion.
De acuerdo con el MSP, las concentraciones con las que se pueden trabajar en la

preparacion del amonio cuaternario como desinfectante varian entre 0,4 a 1,6%.

TABLA 10: Inhibiciéon de Enterococcus faecalis ATCC 25923 frente a hipoclorito

de sodio en las concentraciones de 0,5%, 1%, 2%, 3,5% y 5%.

Concentracién | Total de réplicas | Tubos positivos | Tubos negativos
(%)
0,5 5 0 5
1 5 0 5
2 5 0 5
3,5 5 0 5
5 5 0 5

Fuente 6: Base de datos SPSS.

Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

En la tabla 10 se constata que con las concentraciones al 0,5%, 1%, 2%, 3,5% y 5%

de hipoclorito de sodio, se presentd una inhibicion del crecimiento de Enterococcus
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faecalis en todos los tubos de ensayo de las cinco réplicas realizadas por

concentracion.

TABLA 11: Inhibicion de Enterococcus faecalis ATCC 25923 frente a glutaraldehido

en las concentraciones de 0,25%, 0,5%, 1%, 1,5% y 2%.

Concentracién | Total de réplicas | Tubos positivos Tubos negativos
(%)
0,25 5 1 4
0,5 5 1 4
1 5 0 5
1,5 5 3 2
2 5 1 4

Fuente 7: Base de datos SPSS.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

En la tabla 11 se observa que con las concentraciones de 0,25% y 0,5% de
glutaraldehido, se presentd inhibicidon del crecimiento de Enterococcus faecalis en
casi la mayoria de tubos, ya que dentro de la parte practica sélo una de las cinco
realizadas por concentracion mostré crecimiento bacteriano. Por ello, glutaraldehido

al 0,25% y 0,5% fue capaz de inhibir el crecimiento de E. faecalis.

La concentracion al 1% de glutaraldehido genero inhibicion total de Enterococcus
faecalis por cada una de sus réplicas. Con la concentracion al 1,5% se constato
desarrollo de la bacteria ya que en tres de las cinco réplicas realizadas existio
crecimiento del microorganismo. Por otro lado, en la concentracion de 2% de
glutaraldehido se presento inhibicion de Enterococcus faecalis ya que unicamente

en una de las cinco réplicas existid crecimiento de la bacteria.
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TABLA 12: Inhibicion de Enterococcus faecalis ATCC 25923 frente a alcohol etilico
en las concentraciones de 70%, 75%, 80%, 90% y 96%.

Concentracion | Total de réplicas | Tubos positivos | Tubos negativos
(%)
70 5 0 5
75 5 0 5
80 5 0 5
90 5 0 5
96 5 0 5

Fuente 8: Base de datos SPSS.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

En la tabla 12 se observa que con de las concentraciones de 70%, 75%, 80%, 90%
y 96% de alcohol etilico, se presenté una inhibicion de la bacteria en todos los tubos

de ensayo de las cinco réplicas realizadas por cada concentracion del desinfectante.

TABLA 13: Inhibicion de Enterococcus faecalis ATCC 25923 frente a yodopovidona

en las concentraciones de 2%, 4%, 6%, 8% y 10%.

Concentracién | Total de réplicas | Tubos positivos | Tubos negativos
(%)
2 5 3 2
4 5 2 3
6 5 1 4
8 5 0 5
10 5 0 5

Fuente 9: Base de datos SPSS.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

En la tabla 13 se observa que con la concentracion del 2% de yodopovidona se
presentd crecimiento de Enterococcus faecalis en tres de las cinco réplicas, es decir,
yodopovidona al 2% no inhibié el desarrollo en la totalidad de los tubos. A partir de

la concentracion de 4% de yodopovidona se presentd inhibicion de E. faecalis en
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dos de las cinco réplicas y a partir de la siguiente concentracion, es decir, 6%, 8%

y 10% se observa inhibicion.

TABLA 14: Inhibicién de Enterococcus faecalis ATCC 25923 frente a amonio

cuaternario en las concentraciones de 2%, 4%, 6%, 8% y 10%.

Concentracién | Total de réplicas | Tubos positivos | Tubos negativos
(%)
2 5 0 5
4 5 0 5
6 5 0 5
8 5 0 5
10 5 0 5

Fuente 10: Base de datos SPSS.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

En la tabla 14 se observa que con las concentraciones de 2%, 4%, 6%, 8% y 10%
de amonio cuaternario, se genero una inhibicién de Enterococcus faecalis en todos
los tubos de ensayo de las cinco réplicas realizadas por cada concentracion del

desinfectante.

De acuerdo a los resultados obtenidos, de los cinco desinfectantes, hipoclorito de
sodio, alcohol etilico y amonio cuaternario en todas sus concentraciones,
presentaron una inhibicion bacteriana total de S. aureus en cada uno de los tubos
de ensayo de las cinco réplicas realizadas. En cuanto al glutaraldehido, la bacteria
se desarrollé unicamente en pocas réplicas en las concentraciones de 0,25%, 0,5%
y 1%; por lo que se puede decir que en general, el desinfectante es capaz de inhibir

el crecimiento del microorganismo.

Por otro lado, se generd una inhibicion total de la bacteria en todos los tubos de
ensayo de las concentraciones de 1,5% y 2% del glutaraldehido. Con yodopovidona
se observé el desarrollo de Staphylococcus aureus en todas las réplicas de la
concentracion del desinfectante al 2%, por lo que se considerd positivo el

crecimiento de la misma. Se observé crecimiento de S. aureus en algunas réplicas
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de las concentraciones al 4% y 6% de yodopovidona, pero se consider6 como
negativo el crecimiento de la bacteria ya que en la mayoria de las réplicas si se
genero una inhibicién. Mientras que, se presentd una inhibicion bacteriana total con

las concentraciones del desinfectante al 8% y 10% en todas sus réplicas.

Referente a E. faecalis ATCC 25923, existi6 inhibicion total del crecimiento
bacteriano en cada una de las cinco réplicas de sus respectivas concentraciones
con hipoclorito de sodio, alcohol etilico y amonio cuaternario. Existié crecimiento de
la bacteria en pocas réplicas con las concentraciones de glutaraldehido al 0,25% vy
0,5%, sin embargo, se consideré como resultado negativo en cuanto a crecimiento

bacteriano porque en la gran mayoria de las réplicas si existio inhibicion.

En la concentracién del desinfectante al 1,5% se consideré como resultado positivo
para el crecimiento bacteriano ya que E. faecalis crecié en tres de las cinco réplicas.
No obstante, se constato la inhibicion total de la bacteria en todas las réplicas de la

concentracion de glutaraldehido al 1%.

Finalmente, se presentd crecimiento del microorganismo en mas de la mitad de las
réplicas en la concentracién al 2% de glutaraldehido, por lo que se consideré6 como
resultado positivo en cuanto al crecimiento de esta bacteria. También existi6
desarrollo de E. faecalis en algunas repeticiones en las concentraciones de 4% y
6%, no obstante, se consideré6 como resultado negativo en cuanto al crecimiento de
esta cepa bacteriana ya que en la mayoria de las réplicas si se dio inhibicion. En
cuanto a las concentraciones de yodopovidona al 8% y 10% se refiere, existid
inhibicién total de E. faecalis en todas las réplicas por cada concentracion de este

desinfectante.
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10. DISCUSION

Las infecciones generadas por microorganismos resistentes a antimicrobianos,
desinfectantes y antisépticos constituyen un problema crucial dentro del ambito de
la salud, es por ello que es indispensable conocer las normas correspondientes de
usO Y sus concentraciones minimas para la inhibicion de bacterias antes de emplear
los diferentes desinfectantes en superficies e instrumental médico. Esto permite al
equipo profesional encargado de las labores sanitarias de los establecimientos tener
una referencia sustancial para el adecuado uso de estas sustancias, lo que
favoreceria a una mejor cobertura y prevencién de la propagacién de estos agentes

infecciosos (28).

Los pacientes que por lo general se encuentran hospitalizados estan expuestos a
un sinnumero de microorganismos que, a través del contacto con aparatos médicos,
objetos, muebles o sustancias contaminadas previamente, son capaces de generar
infecciones o causar una diseminacién epidemiolégica a lo largo de los
establecimientos de salud. El problema radica en que el inadecuado y constante
uso de desinfectantes en ambientes hospitalarios ha llevado al desarrollo de
microorganismos resistentes a los mismos, lo que incrementa el riesgo de

infecciones y, por ende, una disminucién de su normal accion inhibitoria (28).

En este estudio se buscé identificar la inhibicion de las bacterias S. aureus ATCC
29212y E. faecalis ATCC 25923 frente a distintas concentraciones de desinfectantes
habitualmente usados en ambientes hospitalarios como hipoclorito de sodio al 0,5%,
glutaraldehido al 2%, alcohol etilico al 96%, yodopovidona al 10% y amonio
cuaternario al 10% vy verificar desde qué porcentaje minimo inhibitorio son capaces
de impedir el crecimiento de estos agentes infecciosos de acuerdo a lo planteado

por la normativa del Ministerio de Salud Publica.

Es posible comparar los resultados obtenidos con diversos estudios referentes a la
efectividad de ciertos desinfectantes frente a diversas bacterias. Uno de ellos se

publico en la Revista Odontologica Mexicana, por parte de Sanchez, Garcia y
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Martinez, en donde se comparo la accion inhibitoria que tiene el hipoclorito de sodio
y Microdacyn 60 (acido hipocloroso e hipoclorito de sodio), una solucion
antimicrobiana y antiséptica usada comunmente en Odontologia, sobre cepas de E.
faecalis causantes de fracasos endoddnticos a través de pruebas de concentracion
minima inhibitoria del hipoclorito de sodio al 2,5 y 5%. Los resultados que se
obtuvieron estipulan que Microdacyn 60 (acido hipocloroso e hipoclorito de sodio)
no presenta efecto alguno como antimicrobiano sobre estas cepas bacterioldgicas,
no obstante, el hipoclorito de sodio a concentraciones de 2,5 y 5% fueron efectivos

con E. faecalis (30).

A partir de la comparacion de los resultados de la investigacion, junto con los del
estudio previo, es importante sefialar que Sanchez utiliz6 una metodologia similar
para la comprobacion de la efectividad antimicrobiana del Microcyn 60 e hipoclorito
de sodio al 2,5% y 5% sobre E. faecalis, Pseudomona aeruginosa y Bacillus subtilis.
Los métodos que se utilizaron varian a partir de ese punto ya que el articulo anterior
efectud el método de micro-dilucion, y en esta investigacion se realizé una macro-
dilucion. Es sumamente importantes dar a conocer que los resultados son
semejantes entre si, puesto que coinciden en que hipoclorito de sodio al 5% de

concentracion genera una inhibicién total del crecimiento de E. faecalis.

Un estudio realizado en Brasil por Berber et al.,, se examiné la actividad
antimicrobiana que el hipoclorito de sodio en concentraciones del 2,5% y 5.25%
tiene contra biopeliculas de S. aureus. Las biopeliculas se sumergieron en
sustancias endodonticas irrigantes durante 30 segundos; 5, 10, 15, 30 y 60 minutos,
con y sin agitacion mecanica. Después de cada periodo de tiempo fueron
transferidas a tubos con caldo. Los resultados demostraron eficacia del hipoclorito

de sodio frente a la bacteria al 5,25% (31).

A pesar de que no se utilizd la misma técnica en esta investigacion en comparacion
con la propia y tanto las concentraciones como el muestreo difieren entre los dos,
se pueden comparar los resultados, ya que ambas investigaciones coinciden en que
a partir del hipoclorito de sodio al 2% de concentracion se logré observar una

inhibicion total del crecimiento de S. aureus.
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Por otro lado, un estudio realizado por Calderdn et al. sefialan que la desinfeccion
con Glutaraldehido al 2% presenté una inhibicion frente a la bacteria E. faecalis. El
glutaraldehido en dicha concentracidn se us6 para desinfectar conos odontolégicos
los cuales se encontraban contaminados artificialmente. La inhibicién del

desinfectante fue eficaz en absolutamente todos los conos (32).

Mientras que Gutiérrez et al. en Colombia, realizaron una investigacion en donde se
evalu6 la accion de varios desinfectantes, entre los cuales se encontraba
glutaraldehido al 2% sobre superficies propensas a contaminarse por
microrganismos en unidades dentales de uso continuo. Entre las bacterias
encontradas, S. aureus fue identificado y se concluyé que existié una inhibicion de
estas bacterias frente al desinfectante y su concentracién (33). Al basarse en los
resultados obtenidos de la propia investigacion y al comparar los mismos, con los
dos estudios previos de Calderdn y Gutiérrez, se puede decir que el desinfectante
glutaraldehido al 2% genera una inhibicion total del crecimiento tanto de S. aureus

como de E. faecalis, demostrando la actividad del desinfectante.

Por otro lado, Alba y Araujo evaluaron la efectividad de desinfectantes que fueron
utilizados en los procesos de desinfeccion y limpieza del area de fitoterapéuticos en
los laboratorios Pronabell en Bogota, uno de ellos fue alcohol etilico al 70%. Los
resultados obtenidos indicaron que la concentracion escogida por este

desinfectante fue capaz de inhibir S. aureus (34).

Mientras que, en Brasil Cardoso et al., elaboré un estudio que consistié en una
cantidad de 32 conos de gutaperchas adheridas con Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, con el objetivo de medir la eficacia de varios desinfectantes
como glutaraldehido al 2 %; hipoclorito de sodio al 1%, alcohol etilico al 70%. Se
concluyd que existio eficacia de estos desinfectantes en la inhibicion de los

microorganismos mencionados (35).

Analizando las investigaciones anteriores, a pesar de que se utilizaron métodos

diferentes, se puede argumentar que ambas coinciden en que alcohol etilico a partir
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de la concentracién minima utilizada en esta investigacion, es decir al 70% es capaz

de inhibir el crecimiento de S. aureus y E. faecalis en su totalidad.

En cuanto a la yodopovidona, existen algunos estudios referentes a su actividad
frente a diferentes microorganismos, sin embargo, no se encontraron
investigaciones que se asemejen a la propia, ni con concentraciones parecidas de

yodopovidona o frente a S. aureus y E. faecalis.

Un estudio realizado en Espafa por parte de Rueda et al., evaluaron la efectividad
del amonio cuaternario usando la metodologia de la CIM frente a Staphylococcus
aureus y E. faecalis de origen tanto porcino como ovino. La investigacion difiere de
esta en la lectura de los resultados de Rueda, que se consideraron los halos de
diametro mayor de 9 milimetros como dilucion del amonio cuaternario activa frente
a la suspension bacteriana y halos menores a los 9 mm como solucién no activa.
Se debe hacer hincapié en que dicho estudio no describe en qué concentraciones
fue usado el desinfectante en cuestion, pero coincide con este proyecto de
investigacion en que el amonio cuaternario es capaz de inhibir ambos

microorganismos (36).

Los desinfectantes son indispensables para la desinfeccion de ambientes
hospitalarios, es por esa razén que su uso correcto y la regularidad de limpieza son
necesarias, asi como es importante que el personal encargado de estas areas esté
capacitado en cuanto a la lectura y comprension de las instrucciones que cada
desinfectante tiene y su tiempo de duracion y efectividad en ciertas condiciones una

vez abiertos.

Adicionalmente, los desinfectantes usados en esta investigacién, el hipoclorito de
sodio, alcohol etilico y amonio cuaternario generaron inhibicién sobre S. aureus y E.
faecalis en cada tubo de ensayo de las réplicas realizadas por cada concentracion
respectiva, mientras que existido crecimiento bacteriano de S. aureus y E. faecalis
en algunas concentraciones de glutaraldehido y yodopovidona. Se debe destacar
gue no se tomaron en cuenta otros factores como la densidad, volatilidad de las

sustancias, pH o la interaccion entre desinfectante y caldo de cultivo, asi como se
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pudo observar en el caso de los desinfectantes amonio cuaternario e hipoclorito de
sodio, sin embargo, se verificd si hubo crecimiento a través de la siembra en agar

nutritivo, resultando negativo en todos los casos.

Finalmente, dentro de la investigacion se trabajo bajo los parametros establecidos
por el Ministerio de Salud Publica del Ecuador, en cuanto a concentraciones de
desinfectantes. Sin embargo, no fueron considerados los parametros planteados
por la OMS, principalmente las planteadas en la pandemia ocasionada por SARS-
CoV-2.
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11. CONCLUSIONES

Se evalud la resistencia de las cepas Staphylococcus aureus ATCC 29212
frente a diferentes concentraciones de desinfectantes utilizados en
ambientes hospitalarios, en donde se observdé que existio crecimiento
bacteriano cuando la bacteria fue sometida a las concentraciones de 0,25%,
0,5% y 1% de glutaraldehido y en las concentraciones de 2%, 4% y 6% de
yodopovidona. En lo referente a Enterococcus faecalis ATCC 25923, se
evidencié desarrollo del microorganismo frente a glutaraldehido al 0,25%,
0,5%, 1,5% y 2%, y en las concentraciones de 2%, 4% y 6% de

yodopovidona.

En cuanto a la identificacién de la concentracién minima inhibitoria necesaria
de los cinco desinfectantes para la inhibicion de Staphylococcus aureus, la
investigacion sefala que la CMI para inhibir el crecimiento de esta bacteria
con hipoclorito de sodio es de 0,5%, con glutaraldehido se necesitd una
concentracion al 1%, con alcohol etilico desde el 70% de concentracion,
yodopovidona desde el 8% y con amonio cuaternario a una concentracion al
2%.

En la verificacion de la CMI necesaria de los desinfectantes antes
mencionados para la inhibicién de Enterococcus faecalis, se evidencid que
la concentracion minima inhibitoria de hipoclorito de sodio frente a esta
bacteria es de 0,5%, la de glutaraldehido unicamente con la concentracion al
1%, con alcohol etilico es necesaria una concentracién del 70%, con
yodopovidona desde la concentracion al 8% y con una concentracion de 2%

en lo que respecta al amonio cuaternario.

Finalmente, al comparar los resultados obtenidos entre las concentraciones
de los diferentes desinfectantes utilizados, tanto frente a S. aureus como a

E. faecalis, se concluye que los desinfectantes con una mayor actividad
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inhibitoria bacteriana en ambos casos fueron hipoclorito de sodio, alcohol
etilico y amonio cuaternario, mientras que en algunas réplicas de ciertas
concentraciones de glutaraldehido y yodopovidona existio crecimiento de los
microorganismos mencionados, no obstante, se constatd que también existe
cierto grado de inhibicion en algunas de las concentraciones de estos dos

ultimos desinfectantes.
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12. RECOMENDACIONES

- Es importante promover mas investigaciones acerca de la concentracion
minima inhibitoria de distintos desinfectantes usados en ambientes
hospitalarios frente a varios microorganismos, debido a que su uso en estos

establecimientos es constante y habitual.

- Es necesario realizar mas estudios con relacion al desinfectante
yodopovidona en similares o las mismas concentraciones y someter a cepas
de S. aureus y E. faecalis a los mismos, debido a que, en la busqueda de
investigaciones relacionadas a estos microorganismos con yodopovidona, no

fue posible encontrar estudios significativos o parecidos.

- Se recomienda que, en estudios futuros se tome en cuenta factores como la
densidad de los desinfectantes, pH, volatilidad y posibles interacciones con
medios de cultivo en el momento del muestreo con el fin de comprobar si los

MiSMOs generan o no variaciones en los resultados.

- Desarrollar nuevos estudios modificando las concentraciones de los
desinfectantes glutaraldehido y yodopovidona, ya que fueron los unicos sin
capacidad de inhibir totalmente estos microorganismos en todas sus

concentraciones.

- Promover el seguimiento, lectura de las instrucciones y especificaciones que
cada desinfectante tiene antes de usarlos con el objetivo de conservar sus

propiedades y actividad inhibitoria de fabrica.
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ABREVIATURAS

S. aureus: Staphylococcus aureus.

E. faecalis: Enterococcus faecalis.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

RAM: resistencia a antimicrobianos.

NNIS: National Nosocomial Infections Survillance.
CMI: Concentracién minima inhibitoria.

INISA: Instituto de Investigaciones de Salud.

ETA: enfermedades trasmitidas por alimentos.

ITU: infecciones del tracto urinario.

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos.

HLGR: alto nivel de resistencia a la gentamicina.
HLSR: alto nivel de resistencia a la estreptomicina.
SPSS: Paquete Estadistico para las Ciencias Sociales.
MSP: Ministerio de Salud Publica.

TSA: Agar Tripticasa Soya.

Agar LB: Agar Lysogeny Broth.
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Anexo 1. Desinfectantes utilizados frente a S. aureus y E. faecalis.

£ PARACELSO

Cloretol
Clorinda

Fuente: Universidad Catdlica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 2. Peparacion de las respectivas concentraciones de cada desinfectante.
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Fuente: Universidad Catoélica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 3. Tubos de ensayo con 8 ml de TSA cada uno, previamente autoclavados.

Fuente: Universidad Catoélica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 4. Adicién de 2 ml de cada concentracion de cada uno de los desinfectantes, en
los tubos de ensayo previamente llenados con 8 ml de TSA.

Fuente: Universidad Catodlica de Cuenca.

Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.
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Anexo 5. Adicion de 0.066 microlitros de suspensién bacteriana de S. areus y E. faecalis
previamente preparadas, en cada uno de los tubos de ensayo anteriores.

Fuente: Universidad Catoélica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 6. Hipoclorito de sodio en concentraciones de 0,5%, 1%, 2%, 3,5% y 5%.

Fuente: Universidad Catoélica de Cuenca.

Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 7. Glutaraldehido en sus concentraciones de 0,25%, 0,5%, 1%, 1,5% y 2%.

Fuente: Universidad Catoélica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 8. Alcohol etilico en sus concentraciones de 70%, 75%, 80%, 90% y 96%.
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Fuente: Universidad Catoélica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 9. Yodopovidona en sus concentraciones de 2%, 4%, 6%, 8% y 10%.

Fuente: Universidad Catdlica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 10. Amonio cuaternario en sus concentraciones de 2%, 4%, 6%, 8% y 10%.

Fuente: Universidad Catdélica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 11. Incubacién de los tubos de ensayo con los microorganismos y desinfectantes
en sus concentraciones, durante 48 horas a 37 grados centigrados.
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Fuente: Universidad Catdlica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 12. Hipoclorito en algunas de sus concentraciones frente a S. aureus, y controles
positivo y negativos.

Fuente: Universidad Catdélica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 13. Glutaraldehido en algunas de sus concentraciones frente a S. aureus, y
controles positivo y negativos.

Fuente: Universidad Catoélica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 14. Alcohol etilico en algunas de sus concentraciones frente a S. aureus, y
controles positivo y negativos.
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Fuente: Universidad Catdlica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 15. Yodopovidona en algunas de sus concentraciones frente a S. aureus, y
controles positivo y negativos.

Fuente: Universidad Catdlica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 16. Amonio cuaternario en una de sus concentraciones frente a S. aureus, y
controles positivo y negativos.

Fuente: Universidad Catoélica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 17. Hipoclorito de sodio en algunas de sus concentraciones frente a E. faecalis, y
controles positivo y negativos.
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Fuente: Universidad Catoélica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 18. Glutaraldehido en algunas de sus concentraciones frente a E. faecalis, y
controles positivo y negativos.

Fuente: Universidad Catoélica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 19. Alcohol etilico en una de sus concentraciones frente a E. faecalis, y controles
positivo y negativos.

Fuente: Universidad Catdlica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 20. Yodopovidona en algunas de sus concentraciones frente a E. faecalis, y
controles positivo y negativos.
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Fuente: Universidad Catodlica de Cuenca.
Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.

Anexo 21. Amonio cuaternario en una de sus concentraciones frente a E. faecalis, y
controles positivo y negativos.

Fuente: Universidad Catoélica de Cuenca.

Autores: Avilés Debie, Sanchez Ariana.
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