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1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

La prevencion y lucha contra las infecciones se remonta a periodos anteriores al
descubrimiento de los microorganismos como agentes causales de las enfermedades
infecciosas.’

Hace doscientos cincuenta afios Leeuwenhoek, se asomé por vez primera a un mundo nuevo y
misterioso poblado por millares de diferentes especies de seres pequefios algunos feroces y

mortiferos, otros utiles y benéficos.?

Con los descubrimientos de Pasteur en el siglo pasado, se demostré la causa de numerosas
enfermedades contagiosas son los microorganismos que se transmiten utilizando diferentes

mecanismos.’

En 1867, el cirujano britanico Joseph Lister utilizd por primera vez el fenol como desinfectante
para, vendajes e instrumentos quirurgicos, asocidé el descubrimiento de las bacterias y su
participacion en la génesis de las infecciones, por lo que introdujo el concepto de asepsia en la
practica quirdrgica y la idea de prevenir la infeccion mediante los antisépticos, utilizando las
nebulizaciones con fenol para desinfectar el aire, el lavado de manos del cirujano y la

desinfeccién de la zona quirurgica.?

Estas practicas mejoraron sustancialmente el prondstico de las intervenciones quirdrgicas,

posibilitando a su vez el desarrollo de la cirugia.?

A través de los trabajos de Von Bergmann se crearon las técnicas de esterilizacion por vapor.
Posteriormente, con los descubrimientos de nuevos antisépticos, ha ido mejorando la lucha

contra la infeccion. Todas estas habilidades se han modificado a lo largo de los ultimos afos."

Por otro lado, la antisepsia constituye los pilares de la prevencion de una contaminacion e

infeccion a nivel hospitalario e industrial.
1.2 LIMPIEZA

En la actualidad la industria farmacéutica ha avanzado en un desarrollo sanitario hacia la
fabricacion de medicamentos de gran calidad. Mas y mas empresas estan introduciendo
sistemas mejorados de higiene y limpieza, usando herramientas necesarias para una adecuada

limpieza de sus areas de trabajo, y de esta manera garantizar la calidad de los medicamentos.’



Asimismo la industria ha comenzado a darse cuenta de los riesgos de una posible
contaminacion ocasionada por acumulacion de polvo, la entrada y proliferacion de

microorganismos a las areas de manufactura y areas asépticas de la planta.7

La operacion de manufactura de una planta farmacéutica no solo debe estar disenada en
funciéon de la seguridad sanitaria del producto que se elabora, sino también debe tomar en
cuenta la seguridad y bienestar del personal para crear un ambiente adecuado en las labores

de limpieza e higiene en las areas de trabajo.7

Es imprescindible contar con un método de trabajo que ayude al personal a tener un sistema
correcto de limpieza y desinfeccion de las areas y asi optimizar los recursos materiales que se
tienen, evitando riesgos de trabajo, aumentando la eficiencia de costos e incrementar la

productividad.7

Cada industria debe tener elaborado y especificado un protocolo general de higiene y limpieza
asi como desinfeccion de acuerdo a las recomendaciones oficiales existentes al respecto, que

debe contemplar individualmente las circunstancias particulares de algunas areas criticas.*

El proceso de limpieza es una importante actividad en la industria farmacéutica, mantener y
alcanzar la calidad de los productos requiere de un programa de limpieza formal y consistente.

Por lo que se define como el proceso de separacion, por medios mecanicos y/o fisicos, de la
suciedad de residuos de activo, excipientes, mezcla de ambos o de alguna otra sustancia
depositada en las superficies inertes que constituyen un soporte fisico y nutritivo de los
microorganismos, que puede crear un producto adulterado y contaminacion de objetos. El

agente basico es el detergente. >*

Asi mismo cada compafiia debe adoptar las estrategias que mas le convengan de acuerdo a

sus necesidades individuales.?
El término grado de limpieza se aplica en base a la siguiente clasificacion:

- Minima o menor: Es cuando se procesa de manera secuencial el mismo producto.

- Normal o mayor: Cuando se procesan productos diferentes.

- Exhaustiva: Cuando se procesa una limpieza especial, como después de una remodelacion

o0 mantenimiento programado o correctivo.



Cronolégicamente, la limpieza es un paso previo a la desinfeccion, por lo que constituye un
factor de importancia prioritaria, ya que su ejecucion incorrecta o defectuosa planteara
multiples problemas para la realizacién de posteriores procesos tales como la desinfeccion o la

esterilizacion.®

Solo aquellas industrias que tienen procesos de limpieza y sanitizacion bien implementados y

aplicados pueden dar confianza sobre la calidad de sus productos.4

Para el adecuado funcionamiento de un area de operacidon es necesario realizar limpieza y

desinfecciones periédicas que coadyuven a preservar las condiciones de trabajo adecuadas.’
1.3 DESINFECCION

La desinfeccion va enfocada prioritariamente al ataque y destruccion de los posibles

microorganismos y esporas que puedan causar una infeccion o contaminacion.> ®

La adecuada desinfeccion de las areas debe ser realizada de tal manera que proteja
debidamente todas las superficies de trabajo, las superficies externas de los equipos y de todo

aquel material de trabajo normal que se encuentre dentro del area.’

La desinfeccion se realizara utilizando por lo general un producto quimico que mate las formas
vegetativas de los microorganismos, pero no necesariamente las formas resistentes o esporas,
son sustancias que se aplican a superficies inanimadas y sobre todo que tengan siempre un

poder bactericida demostrado.®®

Existen tres niveles de desinfeccion: 2

- De bajo nivel: Se destruyen la mayoria de las formas vegetativas bacterianas, algunos virus y

hongos, no esporas bacterianas.

- De nivel intermedio: Se inactivan todas las formas bacterianas vegetativas, la mayoria de los

virus y hongos, pero no asegura la destruccion de esporas bacterianas.

- De alto nivel: Se destruyen todos los microorganismos incluyendo esporas.



Tabla No.1 Niveles de accion de los desinfectantes y actividad experimental

Nivel de accion Bacterias Virus
Esporas Mico bacterias Células Hongos® Pequefios Medianos o
Vegetativas no lipidicos lipidico
Alta +2 + + + + +
Intermedia 3 + + + +4 +
Baja _ _ + + + +

1. Incluye esporas asexuales, o esporas sexuales.
2. Sodlo con tiempos de exposicion extendidos, los desinfectantes tienen actividad
esporicida en los laboratorios.
3. Algunos desinfectantes de accién intermedia (fenoles) pueden tener alguna actividad
esporicida, otros (alcoholes) no la han demostrado.
4. Algunos desinfectantes intermedios (yodoforos, aldehidos), pueden tener actividad

antivirica limitada.

Dado que muchos microorganismos pueden crear resistencias al ataque de estos agentes

quimicos, es recomendable el ciclado o el rolar a estos mismos.’

Este ciclado usara alternadamente agentes quimicos que utilicen radicales quimicos distintos

para ejercer su accion, ya que esto dificulta la aparicion de microorganismos resistentes.’

Es necesario llevar una bitdcora que documente tanto el ciclado de los agentes desinfectantes
como la periodicidad con que se realiza este procedimiento .Este registro sera util en la
deteccion de las fuentes de contaminacién de los microorganismos que se puedan encontrar
con mayor frecuencia.’

Muchos de los agentes quimicos comunes (desinfectantes) se presentan en forma liquida, por

lo que se pueden aplicar por vaporizacion o por frotamiento.’

Si éste es el caso, se tendra especial cuidado que las telas con que éstos se aplican no liberen

particulas que puedan contaminar el medio ambiente.’




La limpieza y la desinfeccion, constituyen, junto con la esterilizacion, los elementos primarios y
mas eficaces para evitar contaminaciones en la industria farmacéutica y garantizar la calidad

de sus productos.?

Se considera como medio séptico cuando existen microorganismos, mientras que el medio

sera aséptico cuando esta exento de ellos.?

Cuando el medio séptico quiere transformarse en aséptico, se precisa realizar una

desinfeccion.®

Si se quiere obtener un determinado medio exento de microorganismos patégenos, se podria
conseguir de dos formas diferentes. Una adoptando medidas que impidan la llegada de éstos
hasta ese medio. La segunda consistira en la eliminacién de los microorganismos patégenos

presentes.?

Bajo el concepto de asepsia se entiende a una serie de procedimientos dirigidos a impedir la

llegada de microorganismos a un medio aséptico, trata de prevenir la contaminacion.?

Entre las medidas generales de asepsia que se utilizan se pueden citar algunas como:
limpieza; indumentaria adecuada; camaras de flujo laminar; desinfeccion; formacion sanitaria

del personal.?

La antisepsia se entiende como acciones que conducen a la eliminacion de los

microorganismos presentes en un area.?

Para conseguir estos fines se utilizan los desinfectantes, bactericidas de mayor toxicidad, que

se emplean para objetos, ambiente y superficies.?

Los desinfectantes mas utilizados en la actualidad se clasifican de la siguiente manera: 8

Agentes quimicos: - Fenol y compuestos fendlicos
- Aldehidos
- Halégenos

- Colorantes



- Metales pesados y sus compuestos
- Agentes tensoactivos

- Acidos y alcalis

- Agentes oxidantes

- Gases desinfectantes

- Alcoholes

Los principales mecanismos de accion de los desinfectantes son: o
- La desnaturalizacion de proteina
- Alteracién de la membrana celular (permeabilidad, alteraciones enzimaticas)

- Oxidacion celular.

TIPOS DE DESINFECTANTES: "

Se clasificar de acuerdo con su mecanismo de accion:
A) AGENTES QUE DANAN LA MEMBRANA
1) Agentes tensoactivos

a) cationicos
b) aniénicos
C) no idénicos
2) Compuestos fendlicos

a) fenol



b) cresoles
c) di-fenilos halogenados
d) alquilésteres del p-hidroxibenzoico
e) aceites esenciales de plantas
3) Alcoholes
a) etanol

b) isopropanol

B) AGENTES DESNATURALIZANTES DE PROTEINAS

1) Acidos y bases fuertes

2) Acidos organicos no disociables

C) AGENTES MODIFICADORES DE GRUPOS FUNCIONALES

1) Metales pesados

a) mercuriales
b) compuestos de plata

c) compuestos de cobre

2) Agentes oxidantes
a) halégenos
b) agua oxigenada
C) permanganato potasico

d) &cido peracético

3) Colorantes

a) derivados de la anilina

b) derivados de la acridina (flavinas)



4) Gases

a) formaldehido
b) glutaraldehido
c) 6xido de etileno

d) R-propionil-lactona

1.4 CARACTERISTICAS DE UN BUEN DESINFECTANTE

1. No toxico: Debe poseer un espectro de actividad amplio y a bajas concentraciones.
2. Solubilidad: Debe ser soluble en agua.
Inocuidad: No debe ser tdxico para los animales, o equipos de trabajo donde se
aplique.
4. Estabilidad: No debe perder su actividad bactericida durante almacenamientos
prolongados.
Homogeneidad: La preparacion debe tener composicion uniforme.
Activo a temperatura ambiente.
Poca afinidad por la materia organica. Algunos desinfectantes tiene afinidad por la
materia organica, de manera que al combinarse con ella reduce su efectividad para
actuar contra los microorganismos.
No debe ser corrosivo ni debe manchar donde se aplique.
Capacidad de penetracion .Si no penetra puede quedar reducida su actividad sélo en la
superficie sobre la que se aplica.
10. Desodorante y detergente.

11. Econdmico y de facil adquisicion.



OBJETIVO GENERAL

Demostrar el efecto esporicida de un desinfectante y esterilizante comercial (Estericide Qx)
utilizando el método de Mosmann para disminuir al minimo la posibilidad de contaminacion

microbiana en areas criticas de trabajo.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Evaluar el efecto esporicida/esporiostatico de Estericide Qx por medio de la

técnica de Mosmann.

o Comprobar el efecto esporicida de Estericide Qx a diferentes tiempos de

exposicion.

o Verificar con diferentes concentraciones de esporas el efecto esporicida de

Estericide Qx.

o Confirmar el efecto esporicida de Estericide Qx usando diferentes

concentraciones del mismo.



HIPOTESIS

Si Estericide Qx es un desinfectante y esterilizante, entonces podra actuar como un esporicida
bacteriano y contar con una alternativa mas para evitar contaminaciones en areas criticas de

trabajo en la Industria Farmacéutica y Hospitales.
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JUSTIFICACION

Las esporas bacterianas son formas de perdurabilidad de ciertos grupos de bacterias frente al
calor, la desecacién, la radiacién y las influencias quimicas, la termorresistencia es una de sus

principales caracteristicas."

Para la industria farmacéutica y los hospitales a sido motivo de preocupacién la contaminacion
de areas criticas en la fabricacion de inyectables, asi como en personas hospitalizadas las
infecciones de heridas quirurgicas por microorganismos. Los desinfectantes con capacidad
esterilizante juegan un papel determinante en la cantidad de bacterias que abundan en

quiréfanos y areas de produccion de inyectables.'

De acuerdo al trabajo con el desinfectante comercial (Estericide Qx) y su efecto
esporicida/esporiostatico esta disefiada para la desinfeccion de superficies de alto riesgo
(quiréfanos, salas de urgencias, salas de curacion, la industria alimentaria) y respaldando su

aceptacion en la Industria farmacéutica.™

El presente trabajo de tesis sobre el efecto esporicida del esterilizante y desinfectante
comercial (Estericide Qx) en esporas bacterianas se efectia a solicitud del Laboratorio
Fabricante del producto (Esteripharma S.A. de C.V.) por innovacion del producto y lanzamiento
al mercado comprobando su efectividad como una solucién desinfectante de alto nivel de

super-oxidacion con un pH neutro.

11



2. MATERIALES

MATERIAL

e Cajas petri de vidrio estériles de 9X15 cm. (Pyrex)
e Tubos de ensaye con tapdén de rosca de 13X100 (Pyrex)
e Pipetas volumétricas 10ml (Kimax)

e Pipetas volumétricas 5ml (Kimax)

e Gradillas para tubos

e Micro pipeta ajustable (Oxford)

e Puntas amarillas para micro pipeta

e Asa bacteriolégica

e Frascos lecheros con tapa de baquelita (Kimax)

e Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Matraz Erlenmeyer de 500ml (Kimax)

e Matraz Erlenmeyer de 250ml (Kimax)

e Matraz Erlenmeyer de 1000 ml (Kimax)

e Probeta graduada 500ml (Oxford)

e Palillos estériles

e Mechero de Bunsen

e Micro placa estéril (Sarstedt)

e Jarra Gaspack (BBL- Gaspak System)

e Espatula

e Soporte Universal

EQUIPO

e Autoclave de vapor (tipo vertical) sin marca

e Refrigerador (Acros)

e Estufa bacterioldgica (Riossa)

e Microscopio 6ptico (Olympus)

e Parrilla con agitador (Sybron Thermolyne)

e Balanza granataria (Ohaus)

e Agitador Vortex (Genie 2 Scientific Industries-G560)



MEDIOS DE CULTIVO

e Medio BHI agar (Dibico)

e Medio Anaerébico agar (Bioxon)

e Caldo Peptonado (Agua Peptonada) (Dibico)
e Medio Cooket Meat (Bioxon)

e Agar Gelatina nutritiva (Bioxon)

e Agar dextrosa (Bioxon)

e Base de agar urea de Christensen (Dibico)

¢ Medio de Nitratos (Dibico)

e Medio de SIM (Merck)

e Cloruro de sodio (Productos Quimicos Monterrey)

REACTIVOS

e Aceite de inmersion

e Agua destilada

e Tren para Tinciéon de Gram

e Peroxido de hidrogeno al 30%

e MTT (3-(4,5dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (SIGMA M-2128)

MATERIAL BIOLOGICO

e Esporas bacterianas
7 esporas bacterianas, contenidas en agua destilada estéril.
Identificadas con el siguiente numero: 1, 2, 3, 4, 5, 6,7

e Muestra de heces (caballo y vaca)

e Bacillus subtilis

PRODUCTO QUIMICO

e Estericide Qx Desinfectante y Esterilizante. (Esteripharma)

13



1.

DIAGRAMA DE FLUJO

Aislamiento e
identificacion de esporas

bacterianas
Ensayo No1
Estandarizar Manejar diferentes
esporas bacterianas variables con el
al 0.5 de desinfectante-esterilizante
MacFarland (tiempo, concentracién)

NE74

Ensayo
Esporicida/esporiostatico

11

(MTT)

Técnica de Mosmann

Ensayo No2

1L

Desinfectante

1L

Manejar diferentes
concentraciones de
esporas bacterianas

L

Ensayo
esporicida/esporiostatico
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4. METODOLOGIA

4.1 OBTENCION DE ESPORAS BACTERIANAS

e Esporas bacterianas, contenidas en agua destilada estéril, cuyas muestras se
encontraban en el Laboratorio No. 10 de Microbiologia de Posgrado.

Identificadas de la siguiente manera: 1, 2, 3, 4, 5, 6,7

e Muestra de heces (caballo y vaca).Obtenidas de FES-CUAUTITLAN (C-4).
e Bacillus subtilis. Pertenece al cepario del Laboratorio No. 10 de Microbiologia de

Posgrado.

4.2 IDENTIFICACION DE ESPORAS BACTERIANAS

4.2.1 PREPARACION DE MEDIOS (Anexo 1)

e BHlen placa.
e Medio Anaerdbico en placa.

e Medio Cooket Meat en tubos de ensayo con tapén de rosca.

4.2.2 IDENTIFICACION

e Las 7 esporas bacterianas se sembraron en medio BHI en placa (condiciones aerébicas) y

medio Anaerdbico en placa (condiciones anaerdbicas) se incubaron a 37°C por 18-24 hrs.

e Cada una de las muestra de heces se sembraron en medio Cooket Meat, los tubos con las
muestras se pusieron a hervir a temperatura de ebullicion (96°C) por 5minutos, se
incubaron a 37°C por 24 hrs. Después del periodo de incubacién se sembraron en medio
de BHI en placa (condiciones aerdbicas) y en medio Anaerdbico en placa (condiciones

anaerdébicas) incubandose a 37°C durante 24 hrs.

e Pasado del tiempo de incubaciéon de todas las muestras y observar; se sembraron cada
una de ellas en medio BHI en placa (condiciones aerdbicas) y en medio Anaerdbico en
placa (condiciones anaerdbicas) y se incubaron a 37°C durante 24 hrs. Con el propdsito de

obtener muestras puras.

e Serealizaron pruebas bioquimicas a cada una de las bacterias para su identificacién.(Tabla
No 2)

15



Tabla No.2

Pruebas de identificacion para Esporas Bacterianas

Bacillus spp

Clostridium spp

Tincion de Gram

Tincion de Gram

SIM (motilidad)

SIM (Motilidad)

Nitratos

Acido de Dextrosa

Gelatina

Acido de Lactosa

Acido de Dextrosa

Acido de Sacarosa

Acido de Xilosa

Acido de Maltosa

Acido de Manitol

Catalasa

Acido de Sacarosa

Gelatina

Acido de Galactosa

Crecimiento en Agar Anaerébico

Acido de Lactosa

Catalasa

Se sometieron a esporular las bacterias, tomando varias asadas de cada una de las

bacterias y se sembré en 4 ml de agua destilada estéril en tubos con tapén de rosca,

dejando a temperatura ambiente por 72 hrs.

Las esporas bacterianas se mantuvieron en agua destilada estéril en tubo con tapén de

rosca para todos los ensayos con el desinfectante y esterilizante Estericide Qx.

4.3 ENSAYO No 1

e Todo el procedimiento se realizo en condiciones de esterilidad, incluyendo el material
utilizado.
e En este ensayo se manejaron dos variables :
¢ Tiempo

+ Concentracion del desinfectante-esterilizante

4.3.1 PREPARACION DEL DESINFECTANTE-ESTERILIZANTE

e Se realizaron diluciones decimales del desinfectante-esterilizante, se rotularon 5 tubos con

1/10000, con ayuda

de una pipeta graduada se agregaron 9 ml de agua destilada estéril al tubo con la dilucion

tapon de rosca estériles; [sin dilucion ] 1/10  1/100 1/1000
1/10 hasta la dilucién 1/10000 , después al primer tubo[sin dilucion ] se adicionaron 9ml del

desinfectante y 1 ml al tubo con la dilucién 1/10 se mezclo con vortex y se procedi6é a

realizar las diluciones consecutivas.(ver diagrama No.1)
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Desinfectante y Esterilizante

9ml

U

1ml

1ml 1ml 1ml 1ml (desechar)

N I\U I\Uf\

1/100 1/1000 1/10000

9ml de agua
destilada estéril

v

[Sin dilucion] 1/10

Diagrama No 1 Preparacion del desinfectante

4.3.2 ENSAYO EN MICROPLACA

e Se debe mencionar que el proveedor del desinfectante-esterilizante (Estericide Qx) hace
referencia que el producto actia a los 15min después de su aplicacion. En este caso se
trabajo a los 15, 30,45 y 60 min.

e Se rotula una microplaca estéril quedando de la siguiente manera:

Tiempo (min.)

A
- I
1 2 3 4
15min 30min 45min 60min
A | [Sin dilucién] | [Sin dilucion] | [Sin dilucion] | [Sin dilucién]
B 1/10 1/10 1/10 1/10 Concentracion del
c 1/100 1/100 1/100 1/100 Desinfectante-
D 1/1000 1/1000 1/1000 1/1000 esterilizante
E 1/10000 1/10000 1/10000 1/10000
F C(+) C(+) C(+) C(+)
G C() C() C() C()

Diagrama No2 Rotulos para el ensayo en microplaca

e Estandarizar las esporas bacterianas con ayuda de la escala de Mac Farland empleando el

tubo 0.5 utilizando agua destilada estéril.

e Con una micropipeta ajustable de 100ul y puntas estériles se realizo el llenado de los pozos
con el Estericide Qx en el siguiente orden:
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100ul del tubo [sin dilucién] en el pozo A1
100ul del tubo 110 en el pozo B1
100ul del tubo  1/100 en el pozo C1
100ul del tubo  1/1000 en el pozo D1
100ul del tubo  1/10000 en el pozo E1

Posteriormente se agrego a cada pozo 100ul de las esporas bacterianas estandarizadas.

Control (+) 100ul agua destilada + 100ul espora bacteriana estandarizada en el pozo F1

Control (-) 100ul agua destilada + 100ul desinfectante-esterilizante en el pozo G1

Se dejo actuar el desinfectante-esterilizante con las esporas bacterianas por un tiempo de
15min.

Se detuvo la reaccién adicionando a cada pozo 100ul de Agua Peptonada de doble
concentracion incluyendo al Control (+) y Control (-).

Todo lo anterior se realiza consecutivamente a los 30,45 y 60 minutos.

Por ultimo en condiciones de esterilidad se tomo una asada de cada uno de los pozos y se
inoculo en tubos con medio BHI (condiciones aerdbicas) y en tubos con medio Anaerdbico
(condiciones anaerdbicas) incubandose a 37°C por 18-24 hrs.

Después de 24 horas de incubacion se observaron los tubos y se realizaron lecturas

visuales.

4.3.3 PRUEBA CUALITATIVA CON LA TECNICA DE MOSMANN

Trabajar con los tubos [Sin dilucién] de los diferentes tiempos (15, 30, 45 y 60min), agregar
1ml de solucién salina fisioldgica estéril a cada tubo y homogenizar, realizar lo mismo en el
Control (+) y el Control (-).
En una microplaca estéril utilizando la micropipeta ajustable se adiciono a cada pozo 100ul
de cada uno de los tubos [Sin dilucién] de los diferentes tiempos (15, 30, 45 y 60min),
después se agrego a todos los pozos 5ul del reactivo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5
difeniltetrazol (MTT) el cual presenta un color amarillo, se mezclo e incubo en la estufa
bacteriolégica a 37°C por 3 hrs.
Esta técnica nos permite observar y determinar facilmente que pozos de la microplaca
presentan crecimiento y en que pozos este se ha inhibido por accién del desinfectante. Si
no hay presencia de bacterias viables en el pozo el reactivo de MTT permanecera de color
amarillo (oxidado), mientras que si hay bacterias viables el MTT va a virar a color
violeta/morado (reducido).
Al cabo de este tiempo se realizan las lecturas visuales comparando con el Control (+) y el
Control (-). (Ver diagrama No.3)
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1ml de SSFE a cada tubo

>~ 000 0 Qg

15min 30min 45min 60m|n (+) C()
100ul 100ul 100ul ?ul 1i)y00ul
15min | 30min | 45min | 60min | C(+) (=) Microplaca estéril
+

5ul de reactivo MTT

Incubar a 37°C por 3 hrs.

Realizar lecturas visuales (cambio de color)

Diagrama No3 Prueba cualitativa con la Técnica de Mosmann

4.4 ENSAYO No 2

e Todo el procedimiento se realizo en condiciones de esterilidad, incluyendo el material

utilizado.

e En este segundo estudio la variable que se manipulo fue:

¢ Utilizar diferentes concentraciones de la espora bacteriana en base a la escala de

Mac Farland

4.4.1 PREPARACION DE LA ESPORA BACTERIANA A DIFERENTES CONCENTRACIONES

e Rotular 4 tubos con tapon de rosca estériles con las siguientes concentraciones, 1.0, 0.5,
0.25, 0.12.

e Se adiciono 1 ml de agua destilada estéril al tubo con la concentracion de 0.5 hasta el tubo

con la concentracion de 0.12.

e Con ayuda de la escala de Mac Farland de 1.0 estandarizar las esporas bacterianas

utilizando agua destilada estéril.
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e De las esporas bacterianas estandarizadas se tomaron 2ml y se adicionaron al tubo con la
concentracion de 1.0, se mezclo con vortex, de este tubo se tomo 1ml y se adicionaron al
tubo con la concentracion de 0.5 se mezclo, y se realizaron las diluciones

consecutivas.(ver diagrama No 4)

U 1ml (desechar)
2ml Tml 1ml Tml
N o o N

Esporas bacterianas
estandarizadas al 1.0 1ml de agua

de Mac Farland \U/ \‘J U v destilada estéril
1. 0. 025 012

Diagrama No 4 Preparacion de Espora bacteriana a diferentes concentraciones.

442 ENSAYO EN MICROPLACA

e El desinfectante se trabajo como lo indica las especificaciones del proveedor

e Se rotula una microplaca estéril de la siguiente manera:

1 2 3 4 5 6
A|10|05 025|012 | C(+) | C(-)
B

Diagrama No5 Rotulos para el ensayo en microplaca

e Con una micropipeta ajustable utilizando puntas estériles se llenan los pozos en el

siguiente orden:

100ul del tubo con concentracion 1.0 al pozo A1
100ul del tubo con concentracion 0.5 al pozo A2
100ul del tubo con concentracion 0.25 al pozo A3

100ul del tubo con concentracion 0.12 al pozo A4
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e Posteriormente se agrego a cada pozo 100ul del desinfectante.

e Control (+) 100ul agua destilada + 100ul espora bacteriana estandarizada en el pozo A5
Control (-) 100ul agua destilada + 100ul desinfectante en el pozo A6

e Se dejo actuar el desinfectante con la espora bacteriana por un tiempo de 15min.

e Detener la reaccion adicionando a cada pozo 100ul de Agua Peptonada de doble
concentracion incluyendo al Control (+) y Control (-).

e Por ultimo en condiciones de esterilidad se tomo una asada de cada uno de los pozos y se
inoculo en tubos con medio BHI (condiciones aerdbicas) y en tubos con medio Anaerdbico
(condiciones anaerdbicas) incubandose a 37°C por 18-24 hrs.

e Después de 24 horas de incubacion se observan los tubos y se realizan lecturas visuales.

NOTA:

*Condiciones Aerdbicas:
Esto nos indica que los medios que fueron sembrados se incubaron en la estufa
bacteriolégica en condiciones normales de 37°C por 18-24 hrs. Este tipo de condiciones nos

sirve para identificar bacterias aerébicas.

*Condiciones Anaerdbicas:

El medio que se empleo fue medio Anaerdbico el cual se incubo en microaerobiosis a 37°C por
18-24 hrs. Esta atmdsfera microaerofilica puede crearse con sobres de CO2 y N2 como el
CampyPak o con el sobre empleado para anaerobiosis, también puede lograrse incubando las
placas con medio en una incubadora con una atmoésfera de CO2 del 10 al 15%. Sin embargo
existe un método sencillo y econémico con el cual se trabajo, que consisti6 en colocar los
medio sembrados en una jarra Gaspak o en un frasco de vidrio de boca ancha, creando la
atmosfera con una vela encendida y una tableta efervescente de antiacido tipo Alka-Selter® el

cual se coloco en un frasco pequefio de gerber con 3ml de agua.
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5. RESULTADOS

5.1 RESULTADOS DE LA TINCION DE GRAM

En el aislamiento e identificacién de las esporas bacterias se obtuvieron 13 cepas a las cuales

se le realizaron a cada una Tincién de Gram dando como resultado lo siguiente:

BACTERIA

MORFOLOGIA MICROSCOPICA

1a

Bacilos anchos, aislados, Gram (+)
genero Clostridium

1b

Bacilos delgados y largos, agrupados en cadena,
Gram (-), genero Bacillus

2a

Bacilos delgados y largos, agrupados en cadena,
Gram(+), genero Bacillus

2b

Bacilos anchos cortos, agrupados en pares, Gram
(+), genero Clostridium (subterminal)

3a

Bacilos anchos, aislados, Gram (+), genero
Clostridium

3b

Bacilos anchos cortos, aislados Gram (+),genero
Clostridium

4b

Bacilos delgados y largos, agrupados en cadena,
Gram(-), genero Bacillus

Bacilos delgados y largos, agrupados en cadena,
Gram(-), genero Bacillus

Bacilos delgados y largos, agrupados en cadena,
Gram(-), genero Bacillus

7

Bacilos delgados y largos, agrupados en cadena,
Gram(+), genero Bacillus

Vaca

Bacilos delgados y largos, agrupados en cadena,
Gram(+), genero Bacillus

Caballo

Bacilos delgados y largos, agrupados en cadena,
Gram(-), genero Bacillus

Bacillus subtilis

Bacilos delgados y largos, agrupados en cadena,
Gram (-), genero Bacillus

Tabla No3 Resultados de la Tincion de Gram.

(Ver Fig. 1y 2)
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Figura No.1 Tincion de Gram para el genero Bacillus

Figura No.2 Tincién de Gram para el genero Clostridium

5.2 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA LA IDENTIFICACION
DE LAS ESPORAS BACTERIANAS.

521

PRUEBAS BIOQUIMICAS REALIZADAS PARA IDENTIFICAR
BACTERIANAS DEL GENERO BACILLUS.

PRUEBA BIOQUIMICA | RESULTADO
Catalasa Positivo
SIM (Motilidad) Positivo
Gota suspendida Positivo
Nitratos Positivo
Gelatina Positivo
Acido de Dextrosa Positivo
Acido de Xilosa Positivo
Acido de Manitol Positivo
Acido de Sacarosa Positivo
Acido de Galactosa Positivo
Acido de Lactosa Negativo

Tabla No 4 Resultados de Pruebas Bioquimicas para el genero Bacillus

(Ver Fig. 3-10)

ESPORAS
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i

Fig.3 Acido de Sacarosa
Color amarillo- prueba positiva

B

Fig. 4 Acido de Dextrosa
color amarillo-prueba positiva

L

Fig. 5 Acido de Manitol
Color amarillo-prueba positiva

-

Fig.7 Acido de Lactosa
Color rosa-prueba negativa

Fig. 6 Acido de Galactosa
color amarillo-prueba positiva

B

Fig. 8 Acido de Xilosa
color amarillo-prueba positiva



Fig. 9 Nitratos Fig. 10 SIM (Motilidad)
Color rojo-prueba positiva prueba positiva-crecimiento en estrias vellosas

5.2.2 PRUEBAS BIQUIMICAS REALIZADAS PARA IDENTIFICAR ESPORAS BACTERIAS
DEL GENERO CLOSTRIDIUM.

PRUEBA BIOQUIMICA | RESULTADOS
Catalasa Negativo
SIM (Motilidad) Positivo
Acido de Dextrosa Positivo
Acido de Lactosa Positivo
Acido de Sacarosa Positivo
Acido de Maltosa Positivo

Tabla No 5 Resultados de Pruebas Bioquimicas para el genero Clostridium
(Ver Fig. 11-15.)

25



L

Fig.11 Acido de Dextrosa Fig.12 Acido de Lactosa

color amarillo-prueba positiva color amarillo-prueba positiva
Fig.13 Acido de Sacarosa Fig.14 Acido de Maltosa
Color amarillo-prueba positiva color amarillo-prueba positiva

Fig. 15 SIM (Motilidad)
Prueba positiva-crecimiento en estrias vellosas
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5.3 ENSAYO No 1

5.3.1 RESULTADOS PARA EL GENERO BACILLUS

Grafico No1
Diluciones de Estericide Qx contra tiempo para el genero Bacillus

Tiempo
(min)

Sin dilucion 1/10. 1/100 1/1000 1/10000 C(+) C(-)

Diluciones de Estericide Qx

En el grafico 1 se observa el comportamiento de Estericide Qx a las diferentes concentraciones

Grafico No2
Estericide Qx sin dilucion a los diferentes tiempos para el genero Bacillus

Tiempo
(min)

Sin Sin Sin Sin C(+) C(-)
dilucion[15min]  dilucion[30min]  dilucion[45min]  dilucion[60min]

Estericide Qx sin dilucion

En el grafico 2 se puede observar el comportamiento del desinfectante sin dilucién a los
diferentes tiempos de exposicion.
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5.3.1.1 RESULTADOS DEL EFECTO ESPORICIDA/ESPORIOSTATICO DEL ESTERICIDE
Qx PARA EL GENERO BACILLUS.

Para determinar el efecto esporicida/esporiostatico del desinfectante-esterilizante el cual se
evaluo su efecto sobre esporas bacterianas del genero Bacillus, a diferentes tiempos y distintas

diluciones de Estericide Qx en el cual se observo lo siguiente;

En un tiempo de 15 minutos de exposicién de Estericide Qx se observa una inhibicién de
crecimiento en el tubo sin dilucion, y en las diluciones realizadas se observa crecimiento

bacteriano comparando con el control (+) y control (-). (Ver Fig. 16)

Sin dilucion  1/10  1/100 1/1000 1/10000 C(-) C(#)

Fig.16 Inhibicién de crecimiento para el genero Bacillus con un tiempo de exposicién

de 15 min. con Estericide Qx.
Para el tiempo de exposicion de 30 minutos también se observa una inhibiciéon de crecimiento

en el tubo sin dilucién y en las diluciones del Estericide Qx si existe crecimiento bacteriano,

comparando con el control (+) y control (-). (Ver Fig. 17)
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Sin dilucién ~ 1/10 1/100 1/1000 1/10000 C(-) C()

Fig.17 Inhibicién de crecimiento para el genero Bacillus con un tiempo de exposicion

de 30 min. con Estericide Qx.

Por ultimo para el tiempo de exposicion de 45 y 60 minutos se observa una inhibicion de
crecimiento en el tubo sin dilucién y en las diluciones del Estericide Qx si existe crecimiento

bacteriano, comparando con el control (+) y control (-). (Ver Fig. 18 y 19).

Sin dilucion  1/10  1/100  1/1000 1/10000 C() C()

Fig.18 Inhibicién de crecimiento para el genero Bacillus con un tiempo de exposicién
de 45 min. con Estericide Qx.
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Sin dilucion  1/10  1/100  1/1000 1/10000 C(-) C(+)

Fig.19 Inhibicion de crecimiento para el genero Bacillus con un tiempo de exposicion

de 60 min. con Estericide Qx.

Como se puede observar el desinfectante-esterilizante (Estericide Qx) presenta una inhibicion

de crecimiento solamente sin dilucion. (Ver Fig.20)

15 min. 30 min. 45 min. 60 min. C(-) C(+)

Fig. 20 Estericide Qx sin dilucién a diferentes tiempos de exposicion para el
genero Bacillus
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5.3.1.2 PRUEBA CUALITATIVA CON LA TECNICA DE MOSMANN PARA EL GENERO
BACILLUS

Se realizo el ensayo por el método de Mossman, utilizando unicamente las muestra sin dilucién, a
los diferentes tiempos de exposicion, evidenciado dicha prueba con el reactivo de MTT, esta
técnica permite observar que la forma reducida cambia de color morado purpura, por accion de la
enzima deshidrogenasa, la cual indica presencia de esporas bacterianas viables, y al permanecer
su color amarillo (oxidado), indica que no hay presencia de esporas bacterianas viables. (Ver
Fig.21)

15min.  30min.  45min. 60min. C() C+)

Desinfectante-esterilizante (Estericide Qx) sin dilucién

Fig. 21 Prueba cualitativa con la técnica de Mosmann

5.3.2 RESULTADOS PARA EL GENERO CLOSTRIDIUM

5.3.2.1 EFECTO ESPORICIDA/ESPORIOSTATICO PARA EL GENERO CLOSTRIDIUM.

Al evaluar el efecto esporicida/esporiostatico de Estericide Qx sin dilucién se observa que al

tiempo 15, 30 y 45 minutos existe crecimiento de esporas bacterianas, a los 60 minutos se

observa un efecto esporiostatico, en las diluciones realizadas de Estericide Qx existe

crecimiento de esporas bacterianas. (Ver tabla 6) (Ver Fig. 22)
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DESINFECTANTE (Estericide Qx)
Sin dilucién | 1/1 | 1/100 | 1/1000 | 1/10000 | C(+) | C(-)

0

T | 15 min. ++++ ++ +++ +++ +++ ++++ | -
| +

E 30 min. +++ ++ +++ +++ +++ ++++ | -
M +

P 45 min. + ++ +++ +++ +++ ++++ -
0 +

60 min. + ++ +++ +++ +++ ++++ -
+

(++++) Crecimiento abundante; (+++) Crecimiento moderado
(+) Poco crecimiento; (-) Inhibicién de crecimiento

Tabla No 6 Estericide Qx a distintas concentraciones con diferentes tiempos de exposicion
para el genero Clostridium.

15min 30min 45min 60min C(-) C(+)

Fig.22 Estericide Qx sin dilucion a diferentes tiempos de exposicibn para el genero
Clostridium.
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5.3.2.2 PRUEBA CUALITATIVA CON LA TECNICA DE MOSMANN PARA EL GENERO
CLOSTRIDIUM.

Se realizo el ensayo por el método de Mossman, utilizando las muestra sin dilucién, a los diferentes
tiempos de exposicién, evidenciado dicha prueba con el reactivo de MTT, esta técnica permite
observar que la forma reducida cambia de color morado purpura, por accién de la enzima
deshidrogenasa, la cual indica presencia de esporas bacterianas viables, y al permanecer su color

amarillo (oxidado), indica que no hay presencia de esporas bacterianas viables. (Ver Fig.23)

15min ~ 30min  45min  60min C () C()

Fig. 23 Prueba cualitativa con la técnica de Mosmann.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

L Enfa ‘actualidadlos desinfectantes y ,saniﬁzanteé dentro de los procesos de limpieza en la
- industria alimentaria, farmaceutica, cosmética y en el ramo hospitalario son elementos clave
ﬂpara asegurar un resultado” final de | |mp|eza que evite un pmblema de contammacton de
‘medicamentos 6 foco de mfeomen

En la revision o auditorias realizadas se ha observado que el mayor problema ha sido una
limpieza no. adecuada en |nstalac;ones farmacéut&cas y hosp;talanas por.io que es necesario

utilizar desinfectantes gue efiminen completamente todos fos m;croorgamsmcs listados en la .~

ehqueta del producto. Estos microorganismos no se hmltan a bactenas, sino que pueden incluir = -

. virus,  levaduras, hongos filamentosos y aun las- esporas = procedentes de los
' ‘micmorganismbs S ' ' A

Los desmfectantes més cominmente ulilizados en la mdustrra farmacémnca alimentaria,
: cosmetica y centros hospltalanos son:

- Ciarura ée benzal oumo {clonwro de aquﬁd’metdbenzslamsmo [ CADBA} que pertenece ala
'clase de compuesios cuaternarios de amonio, fiene excelentes camcﬁerfstxcas para una
. fimpieza, efectmdad probada enun ampim espec?:o seguridad y facil+ manep

* Hipoclorito de sodio es un bactericida, desunfectarﬂe de amplic espedro de aec&ozt mscmb:c;da ‘
ante bacterias Gram (+) levaduras, hongus esporas y virus. El mfedieate activo. de- la‘,
solucién.es el cloro libre, el cual, presema un olor.picante de color amanlia que se utieza para el

control de mlcroorgamsmes del medio ambiente. Su modo de accnon se. denva de su alto poder.

oxidante, destruye la pared y membrana celular de los mrcroorgamsmos y esporas que

 garantiza fa total eliminacion de microorganismos sin crear res;stenma. Pebido a la causticidad

de hipodlerito de sodio, hay que evitar el contacto con la piel usando guantes de goma y

,iavando cor . agua ‘abundante en caso de contacto, su accibn -oxidante provoca dafio en las

- superﬁcaes de los instrumentos metéﬁcos Jo cual imita su uso. - ‘

* Glutaraldehido es un bactericida, desmfeclante ¥ samﬁzante el cual posee un amplio
. gspeciro de a::asén mncmbfcsda anie bacterias, espcras ¥ hongos es compaﬁble con fenso-
activo no lorﬁce, anionicos, catlonsccs y agentes alqmlamte se utiliza para el control de
nucroorgarnsmos ‘del medio ambiente, - (éreas fimpias, material quwﬂrgico. Es necesario acldrar
el instrumiental desinfectado con agua destilada estéril e incluso los tejidos que hayan estado -
expuestos al desinfectante hay que aclararlos con agua ahundante. Los mnumntes es su
toxicidad sobre piel y mucosas, produce en las personas que lo manejan dermatitis, imitacion
conjuntival, resplratana e mcluso asma ocupamonal, también es. considerable la toxicidad sobre
d ,p:acientey el medio ambierrle; siehdo necesario para’ su eliminacion un abundante diwcién
en agua. : '
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También es necesario indicar alas personas que lo manipulan que debido a'la formacion de

' vapores toxicos se debe mantener en habitaciénes ventiladas‘y no utilizar agua caliente en fa
pfeparac:lén de las soluciones y durante la mampu!amén se debe utilizar guantes gafas y
mascarilla. '

* Alcohol §sopropilico (70%} el ppsee amp!io -espectro de accion bactericida ah,te bacterias
Gram (+) y Gram (), levaduras y:hangos pero tiene muy poca accién sobre esporas o virus, es
utilizado en la sanitizacion de areas limpias en hospitales y como antiséptico cuténeo, >

De todo fo anterior podemo's‘cbservar algunas limitaciones y efectos toxicos de algunos
k desmfectantes de mayor uso en hospxtales € industrias fannaceutmas por lo gue [a empresa'
Estenpharma México SA de C.V. esta dedicada a la distribucion de med[camentos de alta
especualldad blong?CﬂS y material de curacion , fue :ntroducldo en mayo de 1988 en el Distrlto
Federal por el Sr. Mario Valbuena contando con produclos todos lnclmados para el tratamiento
de pacnerrtes con quemadiras, pie dsabettco limpieza de hendas graves a base de so!ucuones
,de sper oxidacion y anﬂsepttcos recientemente bnnda servicios de sanrbzacnon en los

hospitales de a S3A & ISSTE. o

Su-misién es ofrecer la més amplia gama de pmﬂucias anfisépticos, farmtﬂas de siper
axndacaén y servicios de ‘sanitizacion de alta calidad, pmporcmnando a sus consumidores un
servicio profesronal un entmno de calidad cuanto a servicio, lmagen, vafores agregados que los
hagan Gricos y dzferentes en ¢l sector buscando preferencnar ¢l trato humano tanto a sus .
clientes como a su personai y buscando siempre maxxmizar ta rentabilidad:y el valor de su

: empresa

Por fo tanto fa empresa Esteripharma innovo un desmfectante y estenhzante de nombre
ccmercaal Estericide Qx el cual es una solumén desmfectante de alto nivel de. super—oxcdaswn
con pH neutm Disenado exclﬂswamente para fa desnnfecuon de superficies de altc riesgo -
como: qurmfanos {pssos techos paredes} salas de urgencias, de teraplas intensivas e
:mermedras consultorios, satas de curacion. ' ™

Elimina bacterias, virus y hdngus en 30segundos, esporas en 15 minutos. Esteriliza material
quirtrgico (catéteres, bisturis, tjeras, agqas quirdrgicas, equ:pe de inhalo- tepapla M8

. El Esieridde Qx se usa directamente no €8 téx'rco ala pie! y mucosas np emite vapores, por lo i

_gue no hay nesgo para las persenas encargadas de realizar la desinfeccion de éreas 6 para la
esterilizacion en frié de instrumental quirargico.™ ®
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“Es importante resaltar su duaﬁdad de biodegrabilidad, no requiriendo un desecho especial ¥ ‘
puede verterse directamente af al drenaje, la des’infecéién periodica de hospitales asi como areas
‘de fabricacion de. inyectables junto .-con un programa mtegral ayudara a reducir
contundenfemente el indice -de infecciones mh'afwspitalanas sin poner en resgo a los

" . pacientes, al personal de salud a los visitantes y en especial al equipo medico. ™1

Su uso es amplio desde fa desinfeccién de quirdfanos, areas de drgencias; de esta manera

. reducira los tiempos de espera para reutilizarlos, incrementando con ello la ‘pmdu::ﬁvidad de

esas areas, la esterilizacion en frio en material quirirgico 6 para fabricacion podra llevarse
acab‘drépiﬁamente sintener que enjuagar después i;ie estar en contacto con Estericide Qx bqr

. su nula toxicidad no es necesario un drea especial ventilada para su almacenamiento, " **

' En un estudio realizado por la quimica Rosa Elba Rodriguez Camacho elaborado en el Ceniro
de Tecnofogla Cemento y Concreto de Cemex en el, que evalud la ‘capacidad de inhibicion
mnerobcana por medio de la reduccién y conirol del crecimiento microbiano de un concreto
Profesional MR Antibac MR elaborado con componentes de baja toxicidad aplicando el método
Knby—Bauer el cuai este se uhhza para demostrar la efectividad de los agerites antsmac:'ob!anos
Vi deterrmnar su. capacldad de inhibir el crecimienito bactenai, Para esto reakzarm ung serie de -
’muestreos en distintos lugares ({hospitales, - planta ahmermma granja avicela—porcma-‘
bovxna} aneramente efeetuaron una desmfecezén empfeando un desinfectante mmerceal (no
se hace mencion del hpa de desxnfectame) postersormenie se tormaron las muestras por medo‘
de hssnpos de aitagtre a las 4, 8, 12, 48 horas, para este. estudio emplearon Ecoli y
Sawaus utlhzandu como, testlgo un concreto normal {cunvencuonai) Los resultados que
sbtuwemn fue zonas de mhlbu:lon alrededor de: fa muestra al a;:sl" car el mélodo Krrby—Bauer

' comentando que e%concreto Profesacnal Antibac demuestra una efectwldad antirmicrobiana. Sin
embargo es necesario mencionar que en este estudlo no se trabajo con esporas batterianas

. como &l reakzado con el desmfectante ¥ estenhzante {Estenc:de Xy y empleando el Ensayo

de Mosmann {MTT) el cual es mas sensible y conﬁab}e con nespecto a Kirby—Bauer

En ofro estudio en el cual se valord yla eficacia anfimicrobiana del glutaraldehido al 2% para
_ impresiones- de pofisulfuro yr‘el hipoclorito de sodio al 1% para la desinfeccion de ﬁnpfssiun’es )
de poliéster después de una mmewén de 10 mtnutos cabe mencaonm que este iipo de
matenal de impresion es utmzado en Odontologia y que el proceso de esterilizacion a estos
mtenates es un pr«oaedrmiemo que consume mucho mampo y puede ser perjudicial al maienal
gue netesita mantener su estabilidad di mensnonat la desinfeccion de la superficie de las
impresiones oménidas con estos materiales a iravés de productos quimicos espemﬂcos parece
serla mas adecuada enla rutina clinica y sabiendo que la superficie y el interior de los
moldes puedenk © gontener microorga'nismos que sobreviven por largos perodos,
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Organismos Internacionales como la Asociacién Dental -recomiendan que:- materiales de
impresion debah ser sometidos a desinfeccion antes de ser utilizados.

Ei -cual diferentes a‘gente‘s quimicos han sido. indicados para desinfeccién de materiales
elastomericos como- hipoclorito de sodio al 1%, glutéraldehido, que son desinfectantes
utilizados en este estudio, empleando el método de Turbidez y usando bacterias‘ de
Streptbcocéus mutans, S.aureus y C.albicans.

Obteniendo rersultadosA satisfactorios es decir no-hubo turbidez en ninguno de los tubos eon-

medio ‘de cultivo. Es necesario indicar que los 2 desinfectantes utilizados ¢hipoclorito de sodio
“al 1% y glutaraldehido) son féxi'cos sobre pie"l‘y mucosas en personas que lo manipulan y es :

necesario.aclarar-el instrumental desinfectado con agua destilada estéril. Haciendo mencién
~ que en este estudio tampoco utilizaron esporas bacterianas. ™

Al reglizar un estudio de comparacion del efecto ésporicida de dos sustancias quimicas mas

vendidas en el mercado odontoldgico (Cloruro-de benzalcenio y Glutaraldehido al 2%) sobre
k instrdmental odontolégico, se expusieron esporas de B.subfiis a la accién de estos
' desinfectantes, al .completarse e tiempo de. contacto -def instrumental con Iasksustancias
desmfectantes se prooedlo a incubar las esporas sobre medio- de cultivo BHI por 48hrs. A
37°C, los resultados que obtuvieron fue que- las esporas de Bisubtifis no fueron efiminadas por
el cloruro de benzaleonio en la cancentracmn de uso-durante una hora de exposicién; con este
tiempo  de expos:cmn fue mucho més eficaz el glutaraldeh[do al 2% utlizando bajo las
mdmacmnes del fabricante. Pero al incrementar el tiempo de exposicion de 10 horas, resulto
ser un poco més eficaz el cloruro de benzalconio " scbre el glutaraldehido al 2%. Con los
resultados se confirma que. el kclaryuro de benzalconio carece de ‘actividad esporicida y de
'propiédades esterilizantes o‘desinfectantés, ya que Jbs desinfectantes péra instrumental deben
- ser es,‘poricidas‘ al 100%, en las. etiquetas de los productos disponibles en México- tienen
indicaciones, contraindicaciones y deficiencias ya que describen al cloruro de benzal¢qnio
©omo antisépﬁcc, desinfectanté, esterifizante 'y de igual manera describen al glutaraldehide.
 Los resultados obtenidos no fueron los esperados ya gue ‘esperaban que al aumentar el
tiempo dé inmersion aumentaria la actividad esporicida como lo marcaba la etiqueta de ambos
praductos, el cual |nd|caba que después de 10 horas de inmersién se destruian {as esporas de
B, sublilis de esta manera aﬁm'lan que mnguna de estas sustancias tiene aplicacion como
agente desmfeclante ni mucho merios estenllzarrle de mstmmentai dental y por_lo tanto
médico.”

En una Universidad de Cuba realizaron una Cinética de desinfeccién para cinco desinfectantes
- utilizados en industria farmacéutica, los microerganismos empleados fueron S.aureus, E.cofi,

39


http:bacterianas.16

C.albicans, A.niger y B. subt;T is ¥ los desinfectantes fuerort el glutaraldehido {desinﬂoor), amonio
cuaternario (samvec), hxpoc!onto de sodio (decol-NV}, una fermulacion con alcohol etilico a! 56
% con fenoles (desinmur) ¥ aleohol etilico al 70. %, la evaluacion de los diesmfectantes se
‘realiz6 teniendo 3.75ml de cada desmfedantey se inoculo 0.25ml de los microorganismos
toméndose el tiempo de exposicion (C.albicans, S.aureus, E.cofi, 5, 10,15min., B.subtilis; 15,
30, 45 y 60min y Aniger, 15, 30 y 80 min) realizando este procedimiento a los 15 diags de
preparadas {as setumnes de los diferentes desmfectantes su efechwdad se valara Hurarie el
tlempo de almacenanuento Luego de los tratamlentos con los cﬁferentes tiempos de contacto y
Ios dessnfectarrtes se obtuvo que hubo una reduccién toial de las poblacmnes microbianas de
“S.aureus, E.co!r C. alblcans con los 5 desmfectantes de evaluacion, !o mismos suoedm para
: Amger con gl desinfloor y el desinmur, pero esto no ‘sucedit con B.subtilis en mnguno de los
- 'katamemos durante 1os dias de almacenanﬂento evaluados, sin embargo a Teduccién que
;exls’uo oscilaentre el 57—99% excepto para el desinmur y el alcohol etllico todo esto concluye
que la efectwldad de un pmceso de desmfecaon puede ser méxima teniendo en cuenta los
factores s:gmentes~ seiemmnar un desmfectan’te apropnado para el mmroerganlsm que vaa
"'ser lnac.'nvado sn no se sabe que nucraorgamsmo es, se puede’ selaccaonar un agente con .
V;amphe espectm de actividad como sea- posible reducarel contemdo orgamco al minimo en las
superficies u ob)etas a desxnfectar tener en' wema que la mayona de ‘fos desinfectantes
wqu:rmcos hene actividad . fimitada contra las esporas, se debe usar e desinfectarite en 1a
conﬁentrac;én ‘apropiada, ya que inadecuadas concenfraciones pueden r%uﬁar enia falta de
-desmfeccion y altas. concentracuones puede @usar problemas de imdcadad ¥ efectos en Ios
*matenaies tratados también es necesario considerar el 1|empo de s exposscmn y sobre todo que '
o ﬁempo usado &n el laboratorio puede variar de o recamendado par los fabricantes. La
':ef cacla del desmfectame seleccionado puede ser vaildada por el usuano

Para el pre_‘sente‘trabaio/ realizado las esporas bacterianas obtenidas del laboratorio de

Micmhiolqéié No. 10 de’ Fosgrado se sembraron en medio BHI en placa (contﬁ;iidnes‘
aeréb‘tcas}\y en. medio”Anaerébica {condiciones anaerdbicas) para- de esta.manera aistar e

identificar las esporas bacteaanas del genero-. Bac:ﬂu& ¥ genero Clostridium (tabla 3), para su

identificacion rea‘hzamos fincion de Gram {Fi‘g1 2) y pruebas b;oqmm:cas (Tabla 45 y

- {Fig.3-15), este hpo de baclerias henen una alta resistencia a agentes fisicos y quzmlcos, ya

" que las esporas. ba@enanas son formas de perdurabthdad de clertes grupos de baclerias -
: ‘freme al calar ia desecacufm ya que la termo-resistericia es una de sus prmc:pales

'mfacterlshcas, para’ ehmmadas son necesarias 1écnicas de esterilizacién. Son altamente

‘dafiinas para la mdustna farmacéutica, aﬁmentana, cesmet&ca y hospltaies causarilo mciuswe

dafios mcalcu ables
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El p’ropbsito' de trab‘ajar con el producto Estericide -Qx {desinfectante y,wteﬁlizénte} fue
demostrar su efecto esporicida en ur iempo de exposicién de 15 minutos™, sobre todo que no
causa dafios 'a;tejidos humanos o de c(:alquier ser vivp, ya que existen agéntes fisicos como
quimicos para eliminar o evitar crecimiento de los microorganismos que pueden ser muy
toxicos. Los agéntes quimicos © desinfectantes empleados para Ia sanitizacion ¥ que fienen
una accion bactericida, fungicida, generalmente son a ‘base de compuestos fenolicos,
glutaraldehidos, compuestos de amonio, iones de metales pesados como son las sales de
,mércurio, fata y cobre, que resultan demasiados perjudiciales para los tepdos [+ de cualquner .
ser vive.' ‘

El proveedor nos indica que el desmfectanle y estenltzante con-el cual se trabajo se uullza sin
dilucion”y un tiempo de exposicién de 15 minutos.” o

En gl ensayo No1 mane;arms diferentes concentraciones del desinfectante y 4 uempos
dtferentes que fueron 15, 30, 45 y 60 minutos.y como resultados podem‘os observar en el
Grafico Not déﬁde é dééinfectaﬁte sin dilugién ﬁene un efecto esporicida para‘ el genero
Bacilius con un, taempo de expesicién de 15 minutos hasta los 60 minutos, sin embargo con las
tﬁ!ucaones que se realtzamn con’ el desinfectante podemﬂs observar que extste mecsmuerrto
bactenam desde 15 minutos hasta los 60 mtﬁns oamprabando con un control posm\ro ¥
coritrol negahvo

El Graﬁoo No2 es solamente para eom}borar que ei desinfectante solamente aclua sin dilucion

- -con uri tiempo de- exposmmn de 15 hasta 60 rmnutas observande una buena eficiencia
. espamda sobre el genero Bacillus. -

‘ En superﬁmes inanimadas, por ejemplo, se lcgra fa accsén bacteﬂc}da en un minulo ¥ la

desinfeccion de alto nivel en 15 minutos.

Esta recomendacmn se basa en que las esporas, 0 formas baclenanas vegetatr\fas, son las -

que presentan mayor resistencia al ataque antimicrobiano pero que pueden enadicafse enun

pmmedm de 15 mlnutos. un desinfectante es considerado de alto nlvel st es capaz de destruir
todo fipo de mscmorgamsmns incluyendo esporas’

En mvesugacuones prewas © utilizan el Ensayo de Mosmarin que es una técnica colorimetrica
4 répfda que emp&ea -l colorante 34, 5-dimetiltiazol- 241) 2,5 bromuro dlfenﬂtetrazoho {MTT), que
s reducldu por desh;dmgenasas mitocondriales ylo membranales de ceiulas wabies eucano:a '
' y prccam:as respectwamerﬁe -a formazan purpura®, per medio de esta ’sé»cnma se ha-
determinado el ‘efecto citotéxico de algunos exiracios sobre lineas celulares obteniendo -
resuitados tmpoﬁant% :
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Apoyéndonos en este fundaménto optamoes por usar dicho procedimiento, el cual-nos ayudo
para corroborar nuestro enséyovpara el caso de esporas bacterianas del genero Baciiys, el
cual nos indica la viabilidad de las bacterias, mostrando un color amarillo (oxidado) para las
. bacterias no viables y un color violeta-purpura {reducido) para las baclerias viables, en nuestra - -
placa se obtuvo un color amarilio a partir de un tiempo de exposicién de 15 miriutos hasta fos
60 minutos con el desmfedante sin dilucién, comparade en el centmi posmvoy confrol nega’ﬂvo
(Fig 21 cabe mencionar que este método nos proporc:ana fesuh‘.ados mas conﬁab!es aunque
‘ en ei aspez:to econdmico el costo es elevado enla compra de mtcroplacas

Para el ensayo con esporas bacterianas del. genero Clostridi um el desmfectante se trabaju en
| las mismas condiciones que para el genero Bacilius, podemos obsérvar {Tabla 6) que existe
: crecimiento bacteriano en las diferentes concentraciories ¥ en todos los tiempos'de: expo’sidén
‘ (15,30,45 y 80 mxnuias} sin embargo et desmfectante sin dilucion podemos obsenfar que
conforme se fue aumentando el ifempo de exposicion: fue d*smmuyendo la carga bac{enana ya
‘que a los. 15 minutos de exposxmén que son los gue indica el proveedor hubo crecimiento
) :bactenano pero a fos 60 minutos reduce s;gmﬂcatwamente la cafga bacienana sin Hegar a
'destrwrias en-su fota lidad (th} 22), con esto demostramos que el desmfectante Estencnde Qx
ante ias esporas bactenanas del genero Clostridium muestra un efecto esporiostatico.

"Este ensayo se pudo tambxen corraborar al realtzar fa pmeba cualitativa con, el Método de
Mosmann ut:hzando las muesiras con el desmfectante sin d!lucnon con. 1os dxferentes tiemnpos
de: ‘exposicidn que se maﬁegamn ¥ pudiendo obsemar en fa mrcrop!aca que- los 15 minutos. de -
kaxpcsmén el color es pmpura intenso y conforme se aumento el tsempo de exposicién el color
vigleta: dssmmuyo ya que a Tos 60 mmutos el color violeta se ve punteado no cubre tedo ef
‘pazo de a microplaca , comparado con el caniml positivo (Fig. 2’3}

" Para el ensayo No2 tratam la variable de diferentes concentraciones de las esporas

b_aﬁerianascon ayuda de la escala de Mac Farland, en el Grafico No.3 para el caso del genefo
. Bacillus se puede observar que a una concertiracitn de 1.0 de esporas bacterianas si existe
crecimiento y en fa wn&éntracién de 0.5, 0.25 y 0.12 no existe crecimiento, esto nos indica que
o {ddo depende, de la presen’c‘ia " de materia orgénica cortaminante o del grado de
contammacmn ya que al reducir [a carga de esporas bacterianas, exisle una desmfemon de
aita nivel en un tiempo de expastcton de 15min."*
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7. CONCLUSIONES

» Se cumplieron satisfactoriamente los objetivos aunado a los resultados obtenidos que

nos muestran que el Estericide Qx tiene un efecto esporicida.

» Con el método de Mosmann se pudo evaluar que el Estericide Qx tiene un efecto

esporicida para el genero Bacillus.

» Se verifico que el Estericide Qx tiene un efecto esporiostatico sobre el genero

Clostridium con ayuda del método de Mosmann.

» El Estericide Qx tiene un efecto esporicida para el genero Bacillus en un tiempo de

exposicién de 15 minutos de acuerdo a la referencia del proveedor.

» Se pudo verificar que el Estericide Qx, solamente se usa directamente (sin dilucién) de

acuerdo a lo indicado por el proveedor.
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8. SUGERENCIAS

Se sugiere que para que el desinfectante y esterilizante (Estericide Qx) tenga un uso correcto y
efectivo, es necesario realizar una limpieza exhaustiva previa a la aplicacion del mismo, para
que de esta manera se puedan eliminar completamente todos los microorganismos en

particular las esporas bacterianas que son altamente dafiinas para la industria y hospitales.
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GLOSARIO

Asepsia
Ausencia de microorganismos patégenos .Conjunto de procedimientos que impide la llegada de

microorganismos a un medio.

Antisepsia
Proceso de destruccién de los microorganismos contaminantes de los tejidos vivos. Conjunto

de procedimientos destinados a destruir los gérmenes patdgenos.

Aerobio

Organismos que se desarrolla en presencia de O, puede ser obligado o facultativo.

Agente antimicrobiano
Cualquier agente quimico o biolégico que destruye o bien inhibe el crecimiento de

microorganismos.

Anaerobio

Organismos que crecen en ausencia de O, molecular.

Bactericida

Agente que destruye a las bacterias.

Bacteriostatico

Agente que inhibe el crecimiento de las bacterias sin llegar a destruirlas.

Contaminacion

Entrada de organismos indeseables en algun material u objeto.

Desinfeccion

Proceso de destruccion de microorganismos patégenos.

Esporicida

Agente que destruye a las esporas.

Esterilizacion
Proceso de destruccion y eliminaciéon de todos los microorganismos.
49

Limpieza



Empleo de un procedimiento fisicoquimico encaminado a arrastrar cualquier material ajeno al

objeto que se pretende limpiar.

Sanitizacion

Reduccion sustancial del contenido microbiano.
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ANEXOS

Anexot

Medio BHlagar

: Pesar la cantidad exacta que mdma ei proveedor.
Rehldrafar con agua destllada
Calentar suavementev hasta su total disohucion.
Esterilizar en autocave a 121°C, 15 Ib. por 15min.
Vaciar en cajas petﬁ estériles de 15a 20 mi de medio; dejar solidificar.

oo W N A

Medio Ahaefébico agar

1. Pesarla canhdad exacta que indica el proveedor

2. -Rehidratar con agua ‘destilada. ,

3. Calentar suavemerﬂe hasta su tota! disolucion.

4. Esterilizar en autoclave a-121°C, 15 ib. por 15min.

5. Vadaren cajas pem ester‘les de 15220 mi de medm dejar solidificar.

Medic Cooket Meat

1. Distribuiren tubos con tapon con 5mi de agua destifada el medio (carne).

2. Esterilizar en autoclave a 121°C, 151b. por 15min.
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Anexo 2

CMTT .
1. Disolver MTT en RPMI-1640 rojo de fenol, hasta una concentracion de smglmi. ’
2. Filtrar con membrana de 0.22 m.

3. Guardar a una temperatura de 4°C, hasta su uso.

SSFE

1. Por cada 100ml de agua destilada agregar 850mg de NaCl.
2. -Esterilizar en autoclave 2 121°C, 15 . de pfesién, durante 15 minutos.
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