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1 RESUMEN:

En el presente trabajo experimental se evalGia la eficiencia
de 3 procedimientos de lavado y desinfeccién de jaulas para ratones,
ratas y cobayos de laboratorio.

El m&todo.bacteriolégico seleccionado para medir la carga big
l6gica presente en las superficies muestreadas, es el de las Placas
de Contacto, que es una adaptacién del sistema de Placas RODAC, que
se implement6 ante la imposibilidad de conseguir en Mé&xico las pla-
cas antes mencionadas.

Los procedimientos de lavado y desinfeccién que se evaltan,
consisten en una combinacién de temperatura y desinfeccién quimica
para lograr 1a destruccién de las formas vegetativas de los micro-
organismos patogénicos y la reducci6én de la carta microbiolbgica.

Los resultados obtenides indican que ninguno de los 3 proce-
dimientos analizados fueron capaces de reducir el némero de colonias
por placa inmediatamente después del lavado, hasta los valores que
generalmente se consideran como adecuados. Las diferencias en el ndG-
mero promedio de colonias por placa en las jaulas de las diferentes
especies tratadas con un mismo procedimiento, nos indican una pé&rdi-
da de eficiencia en relacifn al tamafio de la jaula, ademfis de las di
ferencias obvias que significan las diferentes especies animales.

En ninguno de los 3 procedimientos se obtienen los resultados
deseédos; sin embargn: se puede comsiderar que el procedimiento ''C"
es el mejor, porque el nlmero promedio de colonias por placa inmedia
tamente deépués del lavado es menor que con el procedimiento '"B", 1la
velocidad de repoblacién bacteriana es menor que con el procedimien-

. to A", adem&s de que no se introduce ningln compuesto quimico en el
micro ambiente del animal que pudiera interferir con los resultados
de su uso en investigacién.

De la experiencia obtenida en este trabajo se deduce la impor
tancia de evaluar experimentalmente los métodos de lavado y desinfec
cién en el Bioterio para que en base a los resultados, se seleccione
el procedimiento m#&s adecuado, de acuerdo con los recursos disponibles
y las necesidades particulares de cada lugar.




II.

. . 2.-
INTRODUCCION. -

Desde la década de los sesentas, se-han llevado a cabo di-
versos estudios para definir 1la impbrtancia del medio ambiente
en las instalaciones dedicadas al cuidade de la salud. humana,
para evitar la transmisién d}-infecciones en 105’Hospitales ,z,
3,4,5,6 ). Este medio ambienée favorece las infecciones, obser
vindose que ocurre una interaccifn altamente compleja entre -
los microorg;nismos, las rutas de transmisién, el huésped y -
las infeccionés adquiridas. ( 7 ) '

La mayorfa de los datos publicados disponibles sobre el -
muestreo microbiolG6gico de instituciones médicas, se han deri-
vado de estudios efectuados, en las instalaciones dedicadas al
cuidado de 1la salud humana, particularmente en los hospitales.
En estos sitios, los individuos hospitalizados sufren situa--
ciones de tensifn.que los 6redisﬁonen a adquirir ciextas enfer
medades 1llamadas de hospital.

Debido a que los animales de laboratorio estin sujetos en

muchas ocasiones a las mismas formas de tensién ( stress ), se

considera de utilidad 1a aplicacién de programas de muestreo -
microbiolSgico ambiental en los bioterios; que permitan esta-
blecer medidas para evitar que los animales sufran este tipo -
de padecimientos.

Sin embargo, se ha recomendadc por razones pricticas y eco
némicas, ( 7, 8 ) que los programas de muestreo bacterianoc, sean
conducidos hacia metas especificas, tales como:

a) evaluar los procedimientos de limpieza,

b) evaluar un nuevo desinfectante,

c) controlar los brotes de enfermedades especiflcas,
d) identificar 4reas problema determinadas.

Son en particular importantes la programacién y definicién
del objetivo de los sistemas de control de la contaminaci6n, en
el caso de las instalaciones para animales de laboratorio, debi
do a que el grado de contaminacién en estos lugares es mayor, -




comparado con las condiciones hospitalarias, resultando en oca-
siones, que los muestreos son pricticamente imposibles de eva--
luar. ( 8 )

Considerando la utilidad préctica que puede reportar el co
nocer la eficiencia y las ventajas de los procedimientos de la-
vado y desinfeccidn del equipo usado en los bioterios, ( 9, 10 )
en cste trabajo se propone llevar a cabo, un programa para eva-
luar la eficiencia del procediniento de lavado y desinfeccién -
del equipo del Bioterio de la Divisién de Investigacién de la -
Facultad de Medicina de la UNAM, utilizando Placas de Contacto.

II1 MATERIAL Y METODOS. - “
A "MATERIAL.
1. Animales:

a ) 180 ratones, Mus musculus, descendientes de la cepa -
CrL:CD-1 ( ICR ) GN; de 30 - 35 g de peso, de los --
cuales son 30 machos y 150 hembras.

b ) 120 ratas, Ratus norvegicus, cepa Wistar -de 250-300
g de peso, de los cuales son 30 machos y 90 hembras,

c ) 60 cobayos, Cavia porcellus, raza inglesa, de pelo -
corto de 450 - 1000 g de peso, de los cuales son 10
machos y 50 hembras.

. Alojanmiento:

a ) 30 jaulas para ratén, tipo “caja de zapatos", de plis
tico acrfilico, de piso sdlido, con las siguientes di-
mensiones totales: 29.5 cm de largo x 19.5 cm de an-
cho por 15 cm de altura, con una &rea de piso de - -
575.2 cmz. Tienen tapa de aluminio y malla galvaniza
da, comedero y bebedero. Como material de cama se usa
ri viruta de madera de pino, sin tratamiento previo.

b ) 30 jaulas para rata, tipo '"caja de zapatos', de plés-

tico acrfilico, de piso s6lido, con las siguientes di-
mensiones totales: 40 cm de largo x 25 cm de ancho X



c)

20 de altura, con una drea de piso de 1000 cmz. Tienen
tapa de aluminio y malla de alambre galvanizado, come-
dero y bebedero. Como material de cama se empled viru-
ta de madera de pino, sin tratamiento previo.

30 jaulas para cobayos, de piso y paredes sbélidas, de
fibra de vidrio, que tienen las siguientes dimensiones:
88.5 cm de largo x 60.5 cm de ancho x 25 cm de altura,
con una &rea de piso de 5354.2 cmz, sin tapa, con come-
dero y 2 bebederos. Como material de cama de empled vi-
ruta de madera de pino sin tratamiento previo.

Los animales se alojaron en instalaciones no especiali-
zadas, destinando cuartos separados para cada especie,
con una irea de pisoc de 42 mz, 40 m? y 12 mz, para ra-
tones, ratas y cobayos respectivamente. Se dispone de
iluminacidén artificial con una periodicidad de 12:12 -
hs. luz-obscuridad y la ventilacién se realiza por me-
dio de la regulacién manual de las ventilas.

3 Equipo:

a)

b)

Miquina lavadora marca Clayton * "el Diablito 100", que
trabaja con vapor a presidn, la cual mezcla proporciones
adecuadas de agua y detergente a presién y alta tempera-
tura. Cuenta con quemador para petrSleo didfano, motor
eléctrico, monofdsico a prueba de goteo, para trabajo -
continuo y proteccién térmica, (115 v 60 cps), con 1/2
H.P. de potencia y con manguera para limpieza a vapor de
7.6 mm,

Tanque de inmersién de concreto, con las siguientes di-
mensiones: 1.44 m de largo x 0.91 m de ancho x 0.62 m
de profundidad, con capacidad para 815 1.

4 Desinfectantes:

a)

Halogenados: '"Iodet", ** de C.V.

* Clayton de México, S.A.
* a"Iodet", Fabricado por Dubois Mexicana, S.A. de C.V.




*k

Compuesto Yod6foro soluble en agua, con ligero olor a
yodo y gran estabilidad. PH = 2,7 ( solucién contenien
do 2 g por litro ). Ingrediente activo: complejo de yo
.do nonilfenoxipolietoxietanol.

b) Detergente Catidnico:
"Kermeed' *
Contiene: sustancias alcalinas, ( entre ellas sosa ),
carbonatos y sales de sodio, un agente tensioactivo y
un ablandador de agua ( fosfato ).

5 Reactivos:
a) Medio de cultivo: "Microbial. Content Test Agar" **

Contiene agar con casefna, soya, peptona, polisorbato
80 y lecitina, que hidratado sin previo calentamiento,
tiene un ph de 7.3 a 25°C.

6 Equipo de Laboratorio:
a) Autoclave.
b) Incubadora.
¢) Contador de colonias.
d) Campana de flhjo laminar.

7 Material de Laboratorio:

a) Cajas de Petri desechables de 100 x 15 mm. ‘
b) Placas de Contacto desechables de 48 x 8.5 mm

Son cajitas de Petri, en las que tanto la tapa como . la
contratapa se utilizan como Placas de Contacto.

Equipo para llenado: en el que por uno de sus extremos
tiene un adaptador para una jeringa desechable y por -

*Kermeed", Fabricado por Clayton de México, S.A.

"Microbial Content Test Agar" de Difco.



d)

el otro se sumerje en el matraz que contiene el medio,

ambos extremos son de metal Yy la manguera intermedia
es de caucho.

Equipo diverso: una jeringa desechable de 20 ml, un
matraz Erlenneyer de 1300 ml, 2 mecheros Bunsen, 1 -

craydn marcador, un plumén.y un cepillo de cerda sua
ve.

8 Equipo de Computacién.

B -

METODO:

El método experimental propuésto'para la evaluacibn
de la efectividad del procedimiento de iavado de jau-
las para roedores, se muestra en la figura 1, en don-
de las letras corresponden a los procedimientos de la
vado y desinfeccifn y los nGmeros a las jaulas de las
especies por evaluar, como se indica:

{0 IF ()
B

1AL 81 ¢4
A2 B2 (2

oy

& A3 B3 .C3

FIGURA 1.- J.A.H.G.
X1/80.




1.

a)

b)

c)

Procedimiento de lavado y desinfeccién:
El procedimiento designado con la letra "A", consistid
en:
Lavar las jaulas con la miquina de vapor a presién -
Clayton y con el detergente '"Kermeed", que tiene accibn
bactericida.
En el pasillo de lavado de equipo se colocan las jaulas
en hilera, para aplicarles por aspersién con la miquina
Clayton el detergente mezclado con el vapor a presién,
de modo escrupuloso y uniforme en cada jaula, dejéndolo
por un lapso de 2 minutos,después se enjuaga con vapor -
a presidén solamente y se colocan de tal forma que se per
mita el escurrimiento de agua y el secado.

El procedimiento designado con la letra "B" consistié en:
Lavar las jaulas s6lo con el vapor que produce la miqui-
na Clayton y despuds de esto sumergirlas en el compuesto
‘Yodéforo en solucién 1:500 durante 2 minutos, al cabo --
de los cuales, se enjuagan y se colocan para‘permitir el
escurrimiento y el secado. )

El>procedimientq designado con la letra "C" consistié -
en:

Lavar las jaulas (inicamente con el vapor a presién que -
‘produce la miquina 'Clayton y después permitir el secado
de las mismas. '

Cada uno de los procedimientos descritos se llevaron a -
cabo en los grupos designados con los ntimeros 1, 2, 3,
que corréSponden al alojamiento de los ratones, ratas y
cobayos, respectivamente.

Preparacién de Placas de Contacte, (11).

Se toman 45.7 g del medio de cultivo y se mezclan en -

1 litro de agua destilada o deionizada, se deja reposar
por 10 - 15 minutos y para disolverlo se calienta por -
1 - 2 minutos, después se esteriliza en el autoclave por




30 minutos a una temperatura de 121°C. Con el medio pre
parado se llenan en condiciones estériles, las placas de

contacto necesarias.

El medio de cultivo queda cn la superficie de las mis--
mas en forma convexa, debido al efecto de la tensifn su
perficial, lo que permite que haya contacto con las Areas
de muestreo. Las Placas de Contacto se colocan también

en condiciones estfriles, lentro de las cajas de Petri

Yy se incuban a 37°C por 48 hrs. para efectuar el ‘“con-
trol negativo'.

3.~ Muestreo:

Se considerf que una placa por jaula, es suficiente pa-
ra evaluar el grado de contaminacibn microbiana de la -
superficie de 1la jaula, ( 12 ), a través del conteo del
nimero total de colonias, despu&s de 24 hrs. de incuba-
cién a 37°C.

El procedimiento a seguir fue el siguiente, ( 13 ):

En las cajas de Peeri, identificadas previamente, se re-
movi6 la tapa, teniendo cuidado de avitar 1a contamina-
cién ambiental, se sacé la placa y se tomé con los de--

dos, pulgar y medio, se aplic6 en la superficic elegida,
confiriéndole cierta presifn con el dedo Indice, duran-
te 5 segundos, inmediatamente despufs, estas placas se

volvieron a meter en sus propias cajas, y se colocaron

en la incubadora a 32-35°C durante 24 horas, después de

‘1o cual se procedif a hacer la lectura del nGmero de co

lonias presentes.
Este procedimiento se realiz6 con los siguientes grupos:

'30'jaulas para ratbén, que alojaban cada una a 5 indivi-

duos de 25-35 g de peso, durante 4 dias. La primeré mues
tra se tom6 en una misma jaula antes de lavarla, ( cepi
llando la superficie a muestrear ligeramente, para reti
rar las partficulas gruesas del material de cama ) y la

segunda inmediatamente después del proceso de lavado, ya




estando seca la jaula y préxima a ser utilizada.

b) 30 jaulas para rata que alojaban en cada una a 4 indivi
duos de 250 - 350 g de peso durante cuatro dias. Las -
muestras se tomaron en las jaulas antes y después de so
meterlas al procedimiento de lavado y desinfeccién.

A estas mismas jaulas se les tomaron otras muestras a
las 12, 24 y 48 horas después de haber sido lavadas y
de que las ratas se alojaron en ellas.

c) 30 jaulas para cobayo, que alojaban cada una a 6 coba-
yos de 450 - 1000 g de peso, durante cuatro dfas. El1 -
muestreo se hizo antes y después del lavado y desinfec
cién.

4. Anilisis Estadistico, ( 7 ).

Los resultados obtenidos, se analizaron estadisticamen-
te. Tomando en cuenta que debido al tamafic de la placa,
cantidades superiores a 200 colonias son imposibles de
contar con exactitud y se consideraron incontables, pe-
ro para fines estadisticos, cuando este caso se presen-
t6, se asignd un valor arbitrario de 200.

- V. RESULTADOS Y DISCUSION.

E1l proceso absoluto de destruccidn de todos los microorganismos
es conocido como esterilizacién y al proceso que destruye deter-
minados organismos se le conoce como desinfeccibén. (9). La guia

‘para 61 ‘cuidado y uso de los Animales de Laboratorio publicado -

por el Départamento de Salud y Bienestar de los Estados Unidos,

(4) recomienda como una préctica rutinaria la “sanidad" de las -
jaulas para Animales de Laboratorio, entendiéndose por ello, 1la

destruccibn de las formas vegetativas de los microorganismos pa-
togénicos.
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® PLACAS DE CONTACTO COM MAS DE 200 COLONIAS, DESPUES DE 24 HRS.’

DE 'INCUBARLAS A 37°C.

CUADRO 1
J A [V] [ A S
TOTAL DE
RATON J -RATA | cOBAYO MUESTRAS
PROCEDIMIENTO TOTAL DE MUESTRAS 7 MUESTRAS INCONTABLES INCONTABLES

10/0

1072

10/1

30/3

.B-. -

10 /0

10/4

10/5

30/9

PROCEDIMIENTO.

C

10/0

10/2.

10/4

30/6

TOTAL DE
MUESTRAS
INCONTABLES

30/0

30/8

30/10

T.deML.

J.AHG..
Febrero/1981.




RESUMEN : )
PORCENTAJE DE PLACAS DE CONTACTO CON'MAS DE 200 COLONIAS Y
EL NUMERO PROMEDIO DE COLONIAS POR PLACA EN LAS DIFERENTES
ESPECIES, .INMEDIATAMENTE DESPUES DEL LAVADO, A LAS 12 HRS.
Y 24 HRS. DESPUES DEL MISMG, EN EL EQUIPO PARA RATAS.

CUADRO 2

11.-

N® PROMEDIO DE COLONIAS y
rroceoi- | Piacas PO PACA DEEPUes BEE | M* PRomEDIO DE coLowas por]
MIENTO - econrasLEs LAVADO PLACA. EN JAULAS DE RATA
o MUESTRAS JAULA [ JauLa | JALLA | DESPUES DEL LAVADO .
Lavioo ,DE DE DE THMEDIATA= | 12 HRS. | 24 HRS.
POR CIINTO RATON RATA COBAYO [MENTE s i
A g0 | 3%eo % ua 62.8 |23 "62.8 |139.4 ]-200
90 |%3/ses%|264 106.8 [1445. }io06:8 g2 | 03
90 |[33/e0s%]2w 877 |us2 8.7 |ura | ise.4
J.A.H.C.

Febrero / 1981.
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Se sugiere que este procedimiento se lleve a cabo mediante el la-
vado y enjuagado del equipo a una tenperatura ninima de 82.2°C, por
un periodo suficientemente largo que asegure la destruccién de las
formas bacterianas antes mencionadas, considerando que.solo algunas
de &stas pueden soportar temperaturas superiores a los 80°C, por mis
de uno o pocos minutos; aunque sabemos que las espb6ras de algunas -
bacterias termofilicas requieren para su destruccién considerablemen
te mfis calor y tiempo de exposicidn.

En el presente trabajo se deciiif emplear una combinacién de tem-
peratura y desinfeccitn, para lograr la destruccién de las formas ve
getativas de los microorganismos patogénicos y reducir hasta donde -
fuera posibie, la carga biolSgica presente.

Para la aplicacién del calor se utilizé una fuente de agua calien
te con vapor, a una temperatura de 83°C en la superficie de aplica--
ci6én, siendo constante en tiempo por unidad de superficie. La adicién
del desinfectante en el procedimiento "A" se hizo junto con el vapor

'y en el procedimiento "B", se realizd por inmersién en el desinfectan

te despuss del vapor. El procedimiento '"C", se utilizé como testigo.

Del total de 270 muestras bacteriolfgicas tomadas antes y después

‘de los procedimientos, 162 resultaron demasiado numerosas para con-

tarse ( Cuadro 1 ), es decir, el 60% de las muestras de las placas de
contacto se saturaron con un nimero superior a 200 colonias por pla-
ca, por lo cual el m&todo o sistema de medicibn no es el adecuado, ya
que carece de sensibilidad para cuantificar los distintos niveles de
contaminacisn presentes. '

La saturacién del medio de cultivo se debe a la ineficacia de los
procedimientos empleados, que no lograron reducir a menos de 200 cl
nimero de colonias. En el caso de que se deseara cuantificar estos -
altos grados de contaminacifn, se deberfin emplear otras técnicas mi-
crobioldgicas ( dilucién ).

En todas las muestras tonadas antes del lavado el nfimero promedio
de colonias por placa fue de 200 y el error estandar fue de 0, excep
to en el caso del procedimiento "A" en el equipo para ratén. Sin --
embargo, esta diferencia no fue significativa; los valores promedio
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del n@imero de colonias por placa, después del lavado en los 3 tipos
de procedimiento analizados a diferentes intervalos en el equipo pa
ra rata, se muestran en el Cuadro 2.

Las grdficas 1, 2 y 3 muestran el nGmero promedio de colanias ob
tenidas con los procedimientos A, B y C antes y después del lavado
del equipo de ratén, rata y cuyo.

Las diferencias entre los procedimientos no es aparente y para -
comprobarlo se realizé primero un anilisis de varignza factorial de
2 factores, en un ordenamiento de 3 niveles. Los factores considera
dos y designados con las letras "A'" y "B'", respectivamente fueron:

"A") Los procedimientos de lavado "A", "B'' y "C" para ratfn, rata

Y cuyo, resultando que la probabilidad tiene un valor de - -
P 0.2704.

H'B'") Son las jaulas empleadas para dlojar ratones, ratas y cuyos,
lavadas con los procedimientos A, B y C, resultando el valor
P 0.00001.

Como ‘se observa, no existe diferencia significativa entre los pro
cedimientos de lavado A, B y C, en cambio las diferencias entre el -
nfimero promedio de colonias por placa entre las jaulas de las dife--
rentes especies, es significativo.

_El ‘andlisis de varianza en una sola ruta de los procedimientos A,
B y C, en ratbén, rata y cuyo respectivamente, no mostraron una dife-
rencia significativa, por lo cual no se hicieron anflisis posteriores;
concluyendo en que no existen diferencias estadisticas significativas
entre los procedimientos de acuerdo al grado de confiabilidad prees-
tablecido del 55%.

BEn las gréficas 4, 5 y 6 se muestra el ndmero promedio de colonias
'por placa obtenidas en jaulas de ratén, rata y cuyo, antes y después
de lavar con los procedimientos A, B y C.Como se sabe de antemano -

por el AnAlisis de Varianza Factorial, existe una diferencia entre
especies de animales; esta diferencia fue corroborada con un Anili-
sis de Varianza en una sola ruta para cada procedimiente siendo es-
tadisticamente significativa en cada uno de los casos, sin embargo
el valor de la probabilidad aumenta progresivamente para los procedi
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mientos A, B y C respectivamente ( Cuadro 3 ).

,Para el andlisis detallado de las diferencias entre especies se
utilizé la Prueba de Scheffé con la cual se demostrd una clara dife
rencia entre la eficiencia de lavado entre las jaulas de ratén y de
cuyo, ordenfndose los procedimientos A, B y C en ese orden de efecti
vidad, y siendo la probabilidad de que estas diferencias sean aleatg
rias del orden de 4 cifras, 3 cifras y 2 cifras, respectivamente. En
el caso de la efectividad en el procedimiento del lavade en las jau
las de rata y rat6n sSlamente el procedimiento "B" demostr§ ser més
eficaz en el caso de los ratones, sin embargo la diferencia entre -
ambos muestra una probabilidad muy cercana al criterio estadistico
preestablecido.

Las diferencias entre la efectividad de lavado en las jaulas de
rata y cuyo, no demuestra tener significancia estadistica para nin-
guno de los procedimientos, sin embargo, se observa que el procedi-
miento "A" es més eficiente en las jaulas de rata, siendo el valor
de la probabilidad de que exista una diferencia real muy cercana al
95%.

La rigidez de la prueba estadistica empleada para analizar las di
ferencias ( Scheffé ) debe considerarse al juzgar los valores obteni
dos y no descartarse los valores de P, superiores 6 muy cercanos a
.05, ya que podrfian significar una diferencia real.

Entre los factores que afectan la diferencia entre el ndmero pro
medio de colonias por placa obtenidos entre las jaulas de Tatén y cg
bayo, ademds de la obviamente expuesta, estin el tamafio de la jaula
y el material del que estfn construidos.

El tamafioc de las jaulas de los cuyos es 10 veces mayor en &rea
de piso que el de las jaulas de ratén, sin embargo no existe diferen
cia entre los tiempos empleados para lavar cada una de ellas, consi-
derando que el chorro de vapor libre cubre una frea de aplicacién -
de 7 cmz, dividiendo este valor entre el &rea del piso de la jaula
en cm2 se obtiene el ndmero de unidades de aplicacién por jaula - --
( U.A.) que al dividirse entre el tiempo promedic empleado por el ope
rario en el equipo de ratén y cuyo, nos di un valor de 0.06 seg. y
.0.05 seg. respectivamente.
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A pesar de que no existen diferencias entre el tiempo de aplica-
cidn del vapor en las diferentes jaulas se observa una sensible pér
dida de eficiencia del mismo, debido probablemente a la perdida de
calor por evaporacidmn y conduccién principalmente, sin embargo el -
comprobar esto escapa a los objetivos del presente trabajo.

A diferencia de las jaulas de ratén que estfin elaboradas con plis
tico acrilico, las jaulas de cuyo, estfin construidas con fibra de vi
drio, lo cual hace suponer tiempos distintos en la disipacién del ca
lor, sin embargo debe notarse que no existen diferencias en la efica
cia del lavado de equipo de rata y ratém, construidas ambas con el -

mismo material y tampoco se observan cambios entre las jaulas de ra
ta y cobayo.

Al considerar el factor especie, se pue de clasificar las varia-
bles en cuantitativas y cualitativas, refiriéndose las primeras como
la caréa microbiolégica generada por el animal a través de las heces
principalmente y estando a su vez relacionada directamente con el ta
mafioc del mismo. Y 1la segunda, a las diferencias entre los microorga-
nismos que constituyen la flora bacteriana de cada una de las espe-¥
cies y de las cepas animales.,

Otra diferencias fisiol6gica importante de mencionar al observar
el alto nimero promedio de colonias por placa obtenidas en el equi-
po paré cuyo, es que la orina de estos animales es altamente alcali-
na con un pH = 9, ( 15 ), debido a la presencia de sales minerales -
resultado de su metabolismo particular, que al depositarse y deshidra
tarse en la superficié de la jaula forman incrustaciones dificiles de
remover por medios fisicos, requiriefidose el empleo de un desinfec-
tante #cido para logar una limpieza adecuada.
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RESULTADO DEL ANALISIS DE VARIAWZA DE 1 RUTA, .DE LAS DIFIRER
CIAS EN EL NUMERQO DE COQOLONIAS POR PLACA, INMEDIATAMENTE DES-
PUES DEL LAVADO, Eii EL EQUIPO CORRESPONDIENTE A RATON, RATA
Y CUYO Y DE LA PRUEBA DE SCHEFFE APLICADA A LAS MISMAS DIFE

RENCIAS. -
CUADRO 3
Na, PAOMLIOC DE - .

ynglce IR | e oE.. DIFERENCIAS am’ns EL EQUIPO DE:

wienTo [RATON] RaTA feuvo '-;’:,“ <R’~;TA RATON-RATA(P<) | RATON-coBAYD (P<) | RATA-COBAYDIP <)
A | 1216381241 | 00d0s32 | 0a363n 10.000538 | {0.071043 }
B 274 [1078/1455| 0001936 | 0.043533 0.0023%0 | 0.488673
C |e80|earfus2| oois309 | oise2e3 |[0.020898] | 0.622663

. ’ J.A.H.G.

Fzbrero / 1981.




TIEMPO DE APLICACION DEL CHORRO DE VAPOR POR UNIDAD DE SUPERFI
CIE, EN LAS JAULAS DE RATON, RATA Y COBAYO.

_CUADRG 4

1 2 -3 UNTD 5 6
JAULAS | AREA TIEMPO oe ' ° | unioaoes | TR BF
* DE PISO /cm2] LAVADO /seg| APLICACION | X JQIIJ;-AS xwvoooNs

RATON | 575.2 5.5 7 cm? -81.3 .06

/-RATA | 967.7 | 7.0 7 | 136.9 |- .05

COBAYO |5354.2 39 - 7 757.6 |- .05

.. . J.A.H.G.

. ’ " Febrero / 1381.




RESULTADO DEL ANALISIS DE VARIANZA DE 1 RUTA, DE LAS DIFEREN-
CIAS EN EL NUMERO DE COLONIAS POR PLACA, INMEDIATAMENTE, 12 Y
24 HRS. DESPUES DEL LAVADO Y DE LA PRUEBA DE SCHEFFE, APLICA-
DA A LAS MISMAS DIFERENCIAS, EN EL EQUIPO PARA RATA.

18.-

CUADRO S

. Yo, FRONEDNO DE
COLOIAS PO PLACA
PROCED! . otwussore tavaco

ANALISIS DE DFERENCIAS EN TIEMPO DESPUES DEL LAVADO

MIENTO N >
MO 1 |ieurdeans] UNMIFTT lvmerz Hrsap <) |INM-24 Hes (P < )2 Hrs-24 P )
A 638 |04 [2010] 0.000050. | [0.020060 | { [0.000052 ] | { 0.076116._} .
lovs |84.2{61.9| 0.045105 | 0.746575 0.219245 |i 00516731
887 {118} iS?.{; 0.000497 0.454718. | | 0.000673 | | | 0.016742 ‘|

J.A.H.G.
Febrero / 1981.
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Todas estas consideraciones podrfan parecer ociosas tomando en -
cuenta que para que una superficie se considere limpia el nGmero pro
medio de colonias por Placa RODAC debe ser de 10, ( 9, 11 ). AGn --
cuando las interpretaciones son relativas y en cada medio ambiente
se deben establecer sus propias valores basales para lo que consti-
tuye una superficie limpia, es posible seguir la gufa para la inter
pretacidén de resultados publicada por BBL, Divisisn de Bekton - -
Dickinson and Company, para el Sistema RODAC (2) que considera:

BUENO . 0 a 25 colonias por placa.
ACEPTABLE 26 a 50 colonias por placa.
POBRE mis de 50 colonias por placa.

Los niveles de contaminacifn son inaceptables para los tres pro-
cedimientos en las tres cspecies. Se empled el sistema de Placas de
Contacto que es una versifén modificada del Sistema RODAC; este méto-
do de medicibn resulté menos confiable que el sistema RODAC debido
a que no presenta una superficie apropiada y uniforme para el contac
to directo, aln en superficies planas y de que en muchas ocasioneé -
es imposible recuperar el medio de cultivo que se adhiere con mayor
firmeza a la superficie muestfeada que a la caja de petri.

Con el objeto de analizar la velocidad de repoblacifn bacteriana.’
de la jaula, se tomaron muestras: inmediatamente, 12, 24 y 48 horas
después del lavado de las jaulas de rata, los resultados comparati-
vos de los procedimientos A, B y C, se muestran en las grificas 7, -
8, 9 y 10.

En el Anilisis de Varianza Factorial considerando 2 factores, en

un ordenamiento de 3 niveles y siendo estos factores:

a) Los procedimientos de lavado A, B y C, inmediatamente, 12 y 24 -
horas después del lavado.

*b) Las medi;ionés del nfimero promedic de colonias por placa, inmedia
tamente, 12 y 24 horas, después del lavado, empleando los procedi
mientos A, By C.

No se observa una diferencia estadisticamente significativa entre
los procedimientos de lavado A, B y C, ( P<0.5001 ), pero en el caso
y como es ibgico la diferencia entre el nGmero promedio de colnnias
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por placa es significativa inmediatamente, 12 y 24 horas después del
lavado existiendo una posible interaccibn entre ambos factores -

( R{0.0881 ), particularidad que podria indicar el efecto residual
observado en el procedimiento B, como se veri mis adelante.

El Anflisis de Varianza por una sola ruta, para el procedimiento
A, inmediatamente, 12 y 24 horas después del lavado, ( Cuadro 5 ) -
nos muestra una diferencia significativa, que se comprueba con el -
An&lisis de Scheffé&, demostrando que este procedimiento es el mis -
eficiente, inmediatamente después del lavado, pero que también es el
que se contamina nuevamente a una velocidad constante hasta las 24
horas, en que esta curva de crecimiento alcanza précticamente el ni
vel de saturacidn del Método de Medicisén.

El Anflisis de Varianza en una ruta del procedimiento B, ( Cuadro
5 ), muestra una diferencia significativa que se encuentra en el nG-
mero promedio de colonias por placa, entre las 12 y 24 horas después
del lavado, lo que representa un aumento logaritmico del nfimero de -
colonias por placa en este lapso, en contraste con la reduccifn en-
tre el nfimero promedio de colonias por placa, inmediatamente y 12 -
horas deSpués del lavado, aGn cuando esta Gltima diferencia no es es
tadisticamente significativa.

En el Andlisis del procedimiento C, se observa una diferencia en
el nGmero promedio de colonias por placa, entre las 12 y 24 horas -
despu&s del lavado, sin embargo la diferencia entre este nlmero in-
mediatamente y 12 horas después del lavado, no es significativa, lo
‘cual representa un aumento moderado del nGmero de colonias por pla-
ca, durante las primeras 12 horas deépués del lavado.

Al Anflisis de Varianza en una ruta, inmediatamente, 12 y 24 ho-

- ras después del lavado, asi como el anflisis detaliado de las dife-
rencias entre los procedimientos, nos demuestra que no existe una di
ferencia significativa entre ellos, a excepcidén de 1a diferencia ob
servada en el NPCP 12 horas después del lavado, entre los procedi---
mientos A y B, ( P<0.052040 ), lo cual nos confirma un posible efec
to residual del procedimiento B a las 12 horas, en relacién al pro-,
cedimiento A.
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Este posible efecto residual podria atribuirse a la solucidn yo--
défora utilizada en la inmersién de las jaulas durantc el procedimien
to B, ya que ain cuando no se conoce con certeza la naturaleza quimi-
ca del desinfectante por ser considerado un '"secreto comercial', es-
tos compuestos generalmente estéin hechos a base de polivinilpirroli-
dona, como vehiculo del halSgeno y por lo tanto no tiene una activi-
dad inmediata sino hasta que el Iodo es liberado de la molécula orgi
nica. .

Si se considera que la introduccién de cualquier compuesto quimi-
co en el medio ambiente de los animales de léboratorio, es indeseable
por su posible efecto sobre los resultados de la investigacién, el -
procedimiento C resulta ser el mejor, comparado con el A y el B por-
que ademis es el mis rdpido y el de menor costo; sin embargo la cuen
ta bacteriana es también alta, debido por una parte al corto radio -
de accién del chorro de vapor libre y por la otra al brevisimo tiem-
po de exposicibn por unidad de aplicacidn.

Vi CONCLUSIONES.

El Método de Medicidn empleado ( Placas de Contacto ) para evaluar
los niveles de contaminacidén presentes en las superficies de las jau-
las, no resulté ser el adecuado debido a que el 60% de las muestras
tomadas se saturaron con un némero superior a 200 colonias por placa.

Estos iesultados~indican la poca efectividad de los procedimien-
tos de lavado y desinfecci6n probados. El anfilisis estadistico deta
ilado no muestra diferencias significativas entre los procedimientos
siendo los valores del nGmero promedio de colonias por placa exagera
damente altos lo qué refleja un muy pobre saneamiento.

‘Las diferencias observadas entre el nGmero promedio de cclonias
por placa en las jaulas de las diferentes especies tratadas por un
mismo método,indican una pérdida dramitica de la eficiencia del pro
cedimiento analizado en relacién al tamafio de la jaula debido proba-
blemente a la pérdida de calor en una superficie mis extensa.
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Adensds de que el tiempo de exposicién al vapor por unidad de apli
cacidn fue tan breve que no produjo la destruccién de las formas vé-
getativas de los nmicroorganismos patogénicos, ni tampoco se logré -
reducir a niveles razonables la carga biolbgica presente en ese me-
dio ambiente.

Si se trata de establecer cual de los 3 procedimientos fue el me
jor, el denominado "C'" serfa el de eleccién, debido a que es el mis
ripido'y econbémico, ademfis de que no introduce ningln compuesto quf
mico en el medio ambiente del animal.

El procedimiento "B" muestra un efecto residual a las 12 horas -
después de lavado; y con el procedimiento "A" se obtienen los mejores
resultados inmediatamente después del mismo.

Resulta muy interesante observar como se comportan los m&todos de
‘lavado y_desinfétcién estudiados ya que en cierta forma reflejan los
procedimientos mis comunes en nuestro medio. La importancia de 1a -
evaluacién de estos procedimientos resulta evidente aGin cuando los
resultados son negativos, lo cual conduce a continuar con este tipo
de evaluaciones hasta encontrar un procedimiento de saneamiento ade
cuado a los recursos y necesidades del Bioterio de la Divisidn de In
vestigacién de la Facultad de Medicina de la U.N.A.M:
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