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RESUMEN.
El uso de los diferentes desinfectantes en 1a industria alimentaria, obedece a las contaminaciones
microbioldgicas que suceden conmrinmente durante el proceso para obtener los productos
alimenticios y para garantizar que los desinfectantes cuniplen con 1 fimcida csperada se realizan
evaluaciones in vitro de los diversos desinfectantes, como se describe a continuacién,
En el presente trebajo se realizb la evaluacion #n vitro de la eficacia de un desinfectante
comercial con base de custernarios de amonio, usado en vma mesa de despiece en una planta
empacadora de carnes filas de la ciudad de México, par el método de difusida en disco, en dos
concentracicnes del desinfectante, las cuales fueron de 450 ppm (concentracién de uso) y de
75,000 ppm (7.5%, concentracién comercial), contra dos bacterias de referencia: Staphplococeus
aureus como Gram positiva y Echerichia coli como Gram negativo, realizando las pruebas en
siembras de estas bacterias por separado y en combinacidn, y trabajando un grupo control
negativo en el que no se empled desinfectante. Los halos de inhibicion se midicron con un
calibrador Vemier y se expresaron en mm.
Para este trabajo se realizaron 36 repeticiones del procedimiento en cada una de las pruebas, con
la finalidad de que los valores obtenidos tuvieran significacién estadistica (n > 30), formando de
este modo 6 grupos de pruebs, 3 por cada concentracién del desinfectante y uno control como
negativo.
Los resultados obtenidos fueron que ¢l desinfectsnte en una concentracidn de 450 ppm produjo un
halo de inhibicién promedio de 11.14 mm en el caso de 5. aurews; de 0 mm en el caso de E. coli
y, en el caso de las cepas combinadas, el hato de inhibicién foe de 18.83 mm, obteniéndose un
promedio de los tres grupos en esta concentracion de 9.99 mm de inhibici6n.
Al probar el desinfectante en una concentracién de 75,000 ppm el S. awrews presentd una
sensibilidad promedio manifestada cn un halo de inhibicidn de 24.72 mm, ¢n tanto que E. coli
presentd en promedio un halo de 18.08 mm de inhibicién; en el caso de las cepas combinadas, et
didmetro del halo de inhibicién fue de 24.47 mm, con un valor promedio de 22.413 mm de
inhibicién.
Al conjuntar los resultados dc ambas concentraciones se obtuvo un promedio de sensibilidad para
S. aureus de 17.93mm, para E. coli de 9.04 mm y combinadas de 21.64 mmn, con una media
general de 16.20 mm.
Para comprobar la diferencia estadistica enire las medias obtenidas en el presente estudio, se
realizo un anélisis de varianza de medias independientes, con el cual se concluyd que existe una
diferencia significativa en todas las medias obtenidas en los 6 grupos que se analizaron, dado que
en todos los andlisis se encontrd una diferencia significativa (P < 0.000).
A partir de estos resultados se puede concluir que el desinfectante a una concentracién de 450
ppm es efectivo in vitro contra S. gureus y la combinacion de S. aureus y E. coli; pero no asi
contra el cultivo purificado de E. coli. Considerando que las contaminaciones de los alimentos de
forma natural no pueden ser puras se considera que este desinfectante fue efectivo contra las
contaminaciones comunes et las superficies de 1a mesa que entran en contacto con a carne e esta
planta,
En los grupos de prucha donde se uso la concentracion de 75,000 ppm se presento una inhibicién
importante, pero ¢l usc del desinfectante a esta concentracién puede producir una contaminacién
quimica del(los) producto(s).
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INTRODUCCION,

Uno de los factores que puede contribuir a la mala o buena conservacién de los alimentos es su
alto, bajo, incluso nule contenido de microorganismos, esta ultima propiedad se conoce como
asepsia (ausencia de microorganismos); esta caracteristica se presenta en el caso de las partes
internas de los tejidos sanos de plantas y animales, los cuales no contienen microorganismes o
casi no tienen, siendo poco probable que inicien las alteraciones por ellos mismos. En adicitn a lo
antes dicho los tejidos sanos en los organismos vivoes referidos se encuentran cubiertos con
membranas protectoras como es el caso de la piel en came y pescado y sélo cuando ésta os
dafada los tejidos se encuentran expuestos a la accién de los microorgenismos. La llegada de
nuevas microorganismos a los alimentos esenciahmente ocurre a lo largo de las diferentes ctapas
port las que pasa la came para su obtencién, adquiriendo contarminantes en cada fase, Por estas
razones en la industria alimentaria cada vez se presta mayor atencién a la prevencién de la
contaminacién agregada (11, 12, 24).

La insensibilizacién de los enimales con pistola de pemo cautivo (las aves y los cerdos
ordinariamente sufren el aturdimisnte eléctrico que no implica contaminacién microbiana) y las
opereciones subsiguientes, como degollado, desollado, evisceracién y despiece, comunes a todos
los animales originan la contaminacidn de los tejidos subyacentes que antes eran estériles.
Obviamente serd la parte del corte del miscule rectén hecho la que albergaré 1a mayoria de los
microorganismos contaminantes, pero el tejido profundo con el tiempo se contaminsrd por el
contacto estrecho que tiene con los tejidos contaminados y por la difusion de los microorganismos
(11, 12, 18, 19, 20, 24).

Los microorganismos de las superficies de los misculos determinados por recuentos bacterianos
totales proceden principalmente de 1s luz de los intestinos del animal, de las superficies expuestas
al medio (desprovistas de piel) y también de los cuchillos, mesas de carnizacién y otros utensilioa
utilizados durante el proceso, asf como del personal, por lo que a menudo Ia variacién de los
recuentos refleja las condiciones higiénicas del Tuger de sacrificio o procesamiento del alimento
(13, 18, 19, 20, 24, 28).

La contaminacién puede ser de origen o natural en los alimentos, es decir, la que los alimentos
contienen desde antes de ser obtenidos (contaminacién de origen). También puede haber una
contaminacidn adicional o agregada durante el proceso de chtencién del alimento, procedente del
equipo empleado, de los materiales de empaque y del personal (contaminacién secundaria o
agregada) (11, 12, 24},

Por esta razdn los procesadores intentan limpiar y desinfectar el equipo y las instalaciones, asi
como capacitar al personal para reducir dicha contaminacidn, eropleando sdemés materiales de
empaquetado que la reduzcan al minimo (11, 12, 24).

Es importante el conocer la carga bacteriana desde el punto de vista de génerc y nimera. El
género, especie 0 ambas, es importante porgue puede incluir algunos microorganismos causantes
de alteraciones, otros itiles para procesos posteriores € incluso patogenos. Esta misma
informacién resulta Gtil para poder determinar las medidas de prevencitn y contrel que es factible
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aplicar, ya que pueden sugerir la (s) posible(s) fuente(s) de donde proviene esta cantaminacion
(11, 12, 24). _

El nimero de microorganismos es importante porque cuanto mayor sea la cantidad de los
mismos, més ficil y ripida es la alteracién de los alimentos, més dificil su conservacién y existen
m4s posibilidades de la presencia de patgenos en el alimento. (11, 12, 24)

Con base en lo anterior sc han desarrollado diversas técnicas tanto para eliminar o controlar a los
microorganismos como para eviter la contaminacion de éstos a loa alimentos. Entre cstas técnicas
se encuentra la conservacién de los alimentos con aporte de ftio o calor, éstas constituyen las
formas més eficientes de reducir o controlar 1a contaminacion en las industrias alimentarias. No
obstante, se dan situaciones en las que s preferible eliminar o destruir los microorganismaos tanto
por razones técnicas y sanitarias como de tipo econémico (7, 8,9, 11,12, 18, 19, 20, 24, 28).

Par lo tanto, el uso de desinfectantes en la industria de la slaboracién de productos de origen
animal es una prictica muy difundida y muy bien justificada, dado que existcn dernasiadas formas
de contaminscién de los productos siendo éstos nmy frigiles y sensibles a la descamposicién o a
la accidn bacteriana (10, 11, 12, 23).

La importancia de los desinfectantes radica en la accién que éstos ejercen sobre las bacterias,
pudiendo climinar, si son bien emplcados, hasta b 100 % de las bacterias patdgenas y ¢l 99 % de
las bacterias saprofitas que s¢ encuentran sobre las superficics que contactarén con los productos
(sean éstas de instalaciones, personal o del equipo) ya sea que se emcuentren en procesd 0
terminados (3, 10, 16, 17, 21, 29).

El uso de estos productos se justifica, dado que los procesos de conservacién que causan menos
cambios en el producto y la materia prima no abaten el conteo de colonias bacterianas que se
encuentran en ellos, sino que funcionan controlando la reproducci6n de ins mismas (dado que las
técnicas de conservacién mas usadas son la refrigeracién y la congelacion), ademés de que ningan
procese que se realice sobre la carne puede mejorar su calidad semitaria, sin modificar sus
caracteristicas generales, si s¢ usa una materia prima de mala calidad (16, 24).

El término desinfeccion indica “Un proceso por €l cual se inactivan o eliminan parcialmente los -
microorganismos que se encuentran sobre una superficie merte”, algunos otros antores consideran
a este termino como “un proceso por el cual se eliminan el 100 % de los microorganismos
patbgenos y el 99,9 % de los microorganismos saprofitos de un superficie inerte” y por ultimo la
definicién oficial segim la normatividad vigente en nuestro pais la define como “Un proceso por
medio del cual se eliminan o inactivan los microorganismos presentes en una superficie inerte
hasta un nivel aceptable” y el desinfectante “Es ¢l agente fisico o quimico utilizado para este fin”,
es decir la desinfeccién (3, 10, 16, 17, 18, 19, 20, 28, 29, 32, 44).

De manera comercial existen infinidad de productos desinfectantes, que vienen acompafiades de
informacién referente a las recorsendaciones de uso, cspecislmente en lo tocante 2 la
concentracién apropiada.



Na obstante, existe la posibilidad de que los productos empelados por uma industria en particular,
no cumplan con las expectativas que ofrecen. Por esta razén, entre los elementos que deben
evaluarse dentro de los programas de calidad, se encuentra justamente, la potencia germicida de
los productos que se emplearén. Con este fin se pueden emplear diversos métodos que incluyen la
toma de muestras y la determinacién cusntitetiva y en algunos casos también la tipificacién de los
microorganismos contaminantes, asl como la actividad del desinfectante, siendo estas las pruebas
miéis objetivas de todas las disponibles. Sin embargo, el encontrar cuentas bacterianas altas pot
este procedimiento no implica necesariamente falla del producto, pues tal crror puede deberse a
otros factores, como una mala realizacién de los procedimientos de limpicza previos a la
desinfeceidn (10, 28, 45).

Otra alternativa esta representada por la evaluacién in vitro del producto. La evaluacién in vitro
abarca diferentes aspectos de gran fmportancia pare poder obtener resultades satisfactorios y
verdaderos.

BACTERIAS

Las bacterias y los hongos son causa principal de la descomposicién de los alimentos, junte con
las enzimas autoliticas. Sin embargo los microorganismos son la cansa principal de que se realice
la limpieza y desinfeccién de las instalaciones y equipo que se utilizan en la planta procesadora de
alimentos, asi como le capacitacién del personal, para cvitar que cste funcione como una fuente
de contaminacién o como un vector de tos contaminantes (11, 12, 16, 24).

Las bacterias tienen diferente hébitat, algunas son saprofitas (no cansan enfennedad) y otras que
causan enfermedades, las cuales pueden ser de vida libre y otras viven en los diferentes sistemas
de los organismos vivos, con la condicién de que estos sistemas se encuentran expuestos al medio
ambiente, como es el aparato digestivo (Enterobacter spp, Escherichia coli, ctc.), apatato
respiratorio (Streptoceccus spp, Staphylococcus aureus, etc.), 0 ambos en este ultimo caso piel
(Staphylococcus aureus, Streptococeus epidermidis, et.), 1a mayoria de las bacterias son dafines
para el producto, dado que producen alteraciones que finalmente liegaran hasts la putrefaccién del
mismo (11, 12, 16, 29). ‘

Por estas razones al evaluar un desinfectante in vitro por lo regular se usan diverses bacterias que
tengen cicrta relacién con las bacterias a las que se va a enficntar en sus usos posteriores en la
industria. Estas por lo regular son las mas resistentes, conocides, o las mas comunes; en este
estudio se usaron las siguientes bacterias: Staphplocaccus aureus y Escherichia coli, usando, de
este modo una bacteria Gram. (+) y una Gram, ( - ) respectivamente y de diferente hébitat.

DESINFECTANTES.

Bajo esta denominacién se encuentran una gran cantided de sustancias encargadas de la
~ eliminecién a inactivacién de microorganismos de superficies inertes (11, 12, 16, 17, 24).

Existen ciertas condiciones que afoctan Ia eficacia de un desinfectante y su actividad en los
lugares donde se aplican, entre estas caracteristicas podemos considerar las siguientes (3, 10, 11,
12, 16, 17, 44).



Concentracién del agente desinfectante y tiempo de accidén: estos dos factares tienen una relacién
muy estrecha dado que en la mayoria de los desinfectantes la concentracién determina cusnto
tiempo tardar ¢l desinfectante en eliminer una cierta cantidad de la poblacién bacteriana que
se encuentra en la superficie que se pretende desinfectar, es decir cusndo se utiliza un
desinfectante a concentraciones mas bajas tardard mas tiempo en eliminar a la poblacién
bacteriana, que si se utilizara una concentracién mas elcvada, la concentracién depende det
desinfectante que sc emplee, dado que una concentracion baja para un desinfectante, para otro
se podria considerar una concentracién alta. Cabe mencionar que todos los desinfectantes
conocidos, ticnen un rango de efectividad ¢n cuento a la concentracidn sc refiers, es decir,
cuando un desinfectante se encuentrs a una concentracién demasiado baja, no seré capaz de
climinar a las bacterias que se cncuentran sobre esta superficie, a pesar de que este
desinfectante se encuentre mucho tiempo sobre la superficie mencionada (3, 10, 17, 44, 48,
50).

pH: al afectar la carga superficial neta de una bacteria, se modifica la permesbilidad de la pared
celular de la bacteria, esto repercute en el paso de los agentes desinfectantes a través de las
mismas, ademés de que también esta carga eléctrica del micro ambiente es capaz de inactivar a
los desinfectantes al neutralizar o invertir la carga eléctrica de los mismos (3, 10, 17, 44, 48,
50).

Temperatura: por lo regular los desinfectantes actilan mejor s mayor temperature, es decir, la
mayoria de los desinfectantes duplican su activided antimicrobiana al aumentar 10° C su
temperatura, en ¢l caso de] fenol este aumento de temperatura indica ¢l sumento de 5 & 8 veoes
su patencia (3, 10, 17, 44, 48, 50).

Naturaleza de los microorganismos y otros factores asociados a la poblacién bacteriana:
dependiendo de la especic bacteriana algunes presentan una mayor resistencia 8 cierto tipo de
agentes antibacterianos, per ejemplo; el bacilo tuberculoso resiste mejor la accién de los
hipocloritos que la mayoria de las bacterias; segin la fase de cultivo de éstas, algunas pueden
encontrarse en forma de esporas o hsber formado cépsula, lo cual les confiere una mayor
resistencia. Fl namero de bacterias inicial tiene también importancia (3, 10, 17, 44, 48, 50).

Presencia de materiales extraflos: la materia orginica (como sangre, suero, pus, eic.) merece
atencién especial en este apartado, dado que afecta de forma negativa la potencia de un
desinfectante, principalmente en los desinfectantes de tipo oxidante (como los hipocloritos) ¥
los desnaturalizadores de proteinas, hasta el punto de poder hacerlos inactivos en cuanto a su
poder desinfectante; esta accién la pueden realizar de dos formas, una por adsorcién del
desinfectantes a coloides de proteinas, con formacién de copplejos inertes o paco activos y
por la unién de grupos activos del desinfectante a proteinas extrafias. Por ejemplo: los agentes
mercuriales se inhiben por sustancias que lleven grupos sulthidrile (-SH), y las sales
cuaternsrias de amonio se inhiben en presencia de jabones ¥ lipidos (3, 10, 17, 44, 48, 50)

CARACTERISTICAS QUE DEBE REUNIR UN DESINFECTANTE IDEAL.
Considerando lo antes mencionado un desinfectante ideal debe de tener las siguientes
caracteristicas: :

Poscer una actividad potente contra una gran variedad de microorganismos.
Actuar con rapidez.

Tener poca toxicidad sobre los tejidos.

Ser eficaz aun en presencia de materia orgénica.



Poseer buen poder de penetracién.
Ser soluble en agua. .
Disponer de buena estabilidad.
Ser quimicamente compatible con otras sustancias con las que pueda aplicarse.
Carecer de olor desagradable. :
Ser econdmica.
Tener efecto residual. ' .
Es de importancia mencionar que no hay un desinfectantc que las redna todes. (2, 3, 4, 8, 17, 44,
49)
TIPOS DE DESINFECTANTES

Existen diversos métodos para clasificar a los desinfectantes, uno de ellos es en cuanto & su
mecanismo de accion, pero algunos desinfectantes puede actuar de una o varies formas, por
ejemplo los cuaternarios de amonio actilan inicialmente por adsorcién celular y después al entrar
al citoplasma interfieren los procesos metabdlicos esenciales (2, 3, 4, 10, 17, 44):

1. Agentes que dafian 1a membrana celular: los solventes orgdnicos (fenoles, alcoholes) y los
desinfectantes tenso activos (detergentes) dafian la integridad estructural de la membrana (es
decir la disposicion ordenada de lipidos y protefnas), de modo que interfieren con su fimcién,
cjerciendo un efecto neto de interferencin con procesos de transporte y metabolismo
energétion ¥ la salida de poquedias moléculas de la célula (2, 3, 4, 18, 44, 48, 49,50, 51).

1.1. Detergentes (desinfectantes tenso sctivos o surfactantes): los detergentes sintéticos, al igual
que los jabones, contienen una porcién hidrofbica (normalmente una larga cadena lip6fila)
y una porcién hidrofila (un grupo polar), lo cual les permite formar micelas en solucién
acuosa, asi como formar capas que cubren y solubilizan moléculas hidréfobas y su actividad
aumenta con temperatura. Segiin sea la porcién hidréfila los detergentes se pueden clasificar
en (2,3, 4, 18, 44, 48, 49,50, 51):

1.1.1, Detergentes idnicos.

1.1.1.1.Detergentes catidnicos: son los detergentes mas potentes en cuanto 2 su actividad
desinfectante, siendo activos contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, pero
estas Oltimas son sensibles solo a concentraciones saltas, no tienen poder viricida,
esporicida o fungicida y no son recomendables para desinfectar locales con residues
orgénicos, dado que tiende a neutralizarse; los principales son los llamados
compuestos de amonio cuaternario: sobre todo aquellos que van como cloruros o
bromuros, las sales de amonio cuaternario mas activas son aquellas que tienen tres
grupos alquilicos cortos ¥ un grupo alquilico largo, por ejemplo: cloruro de cetil
piridinio, clorurc de benzalconio (2, 3, 4, 18, 44, 48, 49,50, 51)..
Estos desinfectantes actian cuando la porcién hidréfoba penetra en las membranas,
mientras que ¢l grupo polar catibnico se asocia con los fosfatos de los fosfolipidos,
provocando alteraciones en dichas membranas, reflcjadas en la pérdida de su
semipermeabilidad, con salida de metabolitos de Nitrégeno (N) y Fosforo (P) desde
el citosol. Es cntonces cuando of detergente pucde entrar al interior celulat, con un
efecto secundario de desnaturalizacidn de proteinas. Su actividad se mejora a pH
alcalino; son bactericidas & concentraciones muy bajas (del orden de | parte por
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millén -1 ppm) siempre gque en el material a tratar no exista materia orgénica (2, 3, 4,
18, 44, 48, 49,50, 51)..
Estos desinfectantes tienen una muy baja toxicidad, por lo que se pueden emplear
como antisépticos de piel; se emplesn también en la desinfeccién de material de
industries alimentarias. Su actividad se neutraliza por jabones y fosfolipidos,
precipitande en su presencia (2, 3, 4, 18, 44, 48, 49,50, 51).
1.1.1.2.Detergentes aniénicos: hay dos grupos principales.
Las que tienen grupos carboxilo come porcién hidréfila como:
Jabones.
Saponinas.
Sales biliares y 4cidos grasos disociables.
Y los que tienen grupos sulfato como porcidn hidrdfila:
Dodecilsulfato de sodio, también llamado lauril sulfeto sédico.
Sulfonato de alquilbenceno.
Estos desinfectantes producen en las bacterias una gren disrupcién de membranas
con efecto de lisis, son activos sobre todo a pH 4cido, preferentemente sobre
bacterias Gram. (+), pero poco sobre Gram. (<) ya que éstas quedan més protegidas
por la barrera de lipopolisacéridos de la membrana externa. Cuando los detergentes
- gniénicos s¢ combinan con A4lcalis, se logran desinfectantes sanitarios muy
potentes {debido al cfecto sinérgico de ambos componentes) y de répida accién
{unos 30 segundos) (2, 3, 4, 10, 17, 44).
1.1.1.3 Detergentes no idnicos: estos detergentes no tienen actividad antimicrobiana, y
algunos se emplean en otros campas de la microbiologfe; os ésteres del 4cido
oleico (bajo nombres comerciales como Carbowax J, Tween - 80 J) pueden
adicionarse a medios de cultivo para evitar la formacién de grumos y favorecer
el crecimiento disperso de ciertas bacterias (como Mycobacterium
tuberculosis);, ademés el oleico puede estimular el crecimiento (2, 3, 4, 10, 17,
44}, '

1.2, Fenoles: estos desinfeotantes son bactericidas a bajas concentraciones, causando dailos en

la membrana con pérdida de constituyentes citoplasméticos, inactivacién irreversible de

oxidasas y deshidrogenesas de membrana y desnaturalizacién de proteinas. Tienen baja

solubilidad en agua, por lo que se emplean en formmles que incluyan agentes

emulsificantes (jabones) que ademas aumentan su activided (2, 3,4, 10, 17, 44).

12.1. Fenol: el fenol o écido carbblico, histdricamente es uno de los primeros
desinfectantes que se uso, en la actuslidad solo se emplea como patrdm para ensayar
el poder desinfectante de otros compuestos. A partir det fenol se pueden lograr
desinfectantes con mayor activided antibacterisna y con menor toxicidad
sustituyendo hidrdgenos del anillo bencénico, por radicales alquilicos o por
halégenos (2, 3, 4, 10, 17, 44),

1.2.2. Cresoles: son alquil-fenoles. El radical alquilice puede estar en posicion arfo, meta
o para, dando respectivamente ¢l ortocresol, el meta-cresol y el para-cresol.
Normalmente se emplea la mezcla de los tres, denominada “tricresol”. Se obticnen
por destilacién del alquitrén de carbén, y se emplean como cmulsiones de jabon
verde bajo los nombres comerciales de “Lysoli” y “creolinj”. Se utilizan como
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desinfectantes de material de desecho microbiolégico y como desinfectante de piel
(2,3,4, 10, 17, 44).

1.23. Difenilos halogenados: ¢ hexaclorofeno (hexacloro-orto-difenilmetano) es
bacteriostético a bajas concentraciones (sobre todo contra cocos Gram. positivos),
incluso incorporade en jabones, pasta de dientes y cosméticos. Algunas marcas
comerciales inclufan hace unos afios este compuesto, hasta que se comprobé que su
absorcién por la piel, sobre todo inflamada, puede causar neurotoxicidad e incluso
toxicidad sistémica, pot lo que en la actualidad ha dejado de usarse (2, 3, 4, 10, 17,
44),

1.24. Alquilésteres de para-hidroxibenzoico: actian de fonma similar a los alquilfenoles,
pero no son toxices, debido a que al ser ingeridos sc hidrolizan rdpidamente, dando
¢l inocuo para-hidroxibenzoato. Se emplean como conservadores de alimentos y
productos farmacéuticos (2, 3, 4, 10, 17, 44).

1.25. Ciertos aceites esenciales de origen vegetal: desde la antigliedad y de modo
emplrico, se vienen usando algunog aceites esencizles de plantas aromdticas como
conservadores y antisépticos, ya que como se ha podido comprobar, contienen verios
compuestos fendlicos, por ejemplo; el timol (de thymus, los tomillos) y ¢l eugenol
que se emplea en odontologla como antiséptico (2, 3, 4, 10,17, 44).

1.3. Alcoholes: los alcoholes desorganizan las bicapas lipkdicas penetrando en la regibo
hidrocarbonads de los lipidos. No eafectan a las endosporss, por lo que no son
esterilizantes. Su accién desinfoctante mejora conforme aumenta la longitud de la cadena
aliftica de los alcoholes, basta aquellos con 8 o 10 dtomos de carbono (Cq 0 Cia), ya que
los alcoholes de cadenas mas largas de Cyg tienen una baja solubilidad en agua (2, 3, 4,
10, 17, 4).

1.3.1. Etenol (CHa - CH;OH): se emplea en desinfeccién de la piel sntes de las
inyecciones cutineas, asi como en desinfeccién de termémetros clinicos, siempre que
se deje el tiempo suficiente de contacto. Es més efectivo en soluciones acuosas entre
el 50 y el 70%, ya que para su mejor accién se implica la intervencién del agua. A
100% de pureza es paco efectivo (2, 3, 4, 10, 17, 44).

1.32. Isopropanol: es menos volétil y mis efectivo que el etanol. Se emplea igualmente
en desinfeccidn de termGmetros. Sin embargo, su efecto txico necrético cs mayor y
mis duradero que ¢l anterior (2, 3, 4, 10, 17, 44). '

2. Agentes desnaturalizantes de protcinas:

2.1. Acidos y dlcelis fuertes: son activamente hactericidas debido a sus grupos H' y OH
disociados, respectivamente. En principio su actividad es proporcional al grado de
disociacién, pero algunos hidrégenos son més potentes de lo sugerido por su mero grado
de disociacién, debide a Ia accién tdxica directa que puede gjercer el catién metilico.
Existen cicrias especies bacterianas que resisten relativamente bien la accién de bases
fuertes, come por ejemplo el bacilo tuberculoso (2, 3, 4, 10, 17, 44).

2.2. Acidos orgénicos: los Acidos orgénicos que son pocos disociables, ¢jercen su efecto en
cuanto a moléculas intactas (sin disociar), que penetran a la célula. El écido benzoico y el
4cido sérbico se usan ampliamente como conservadores alimentarios. Ciertos écidos
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(como el acético, el léctico y el propiénico) aparecen en alimentos fermentadas, actuando
como conservadores naturales; dstos mismos, asi como ¢l citrico se pueden afiadir a otros
tipos de alimentos, para prolongar el periodo posible de almacenamiento; el uso de estos
praductos depende de la nonmatividad vigente en cada pais (2, 3, 4, 10, 17, 44).

2.3. Acido bérico: se ha usado como conservador (& veces ilegal), de alimentos, asi como en
oftalmologia (2, 3, 4, 10, 17, 44). .

. Agentes que modifican los grupos funcionales de protcinas y de 4cidos nucleicos.

Esta amplia clase de agentes se caracteriza, en general, por los siguientes efectos
Alteran grupos que forman parte de los centros activos de enzimas y otras proteinas.
Aleran grupos funcionales de acidos nucleicos, componentes de pared y membrana.
Se clasifican como sigue (2, 3, 4, 10, 17, 44):

3.1. Metales pesados.

Las sales solubles de Mercurio (Hg), arsénico (As), Plata (Ag), Cobre (Cu), etc,

“envenenan” la actividad enzimatica formando mercéptidos con los grupes -SH de la

cisteina. También interaccionan con NHz, -COOH v radicales fosfato. Los mas efectivos

son los derivados del mercurio y de 1a plata, los cuales actian a menos de | ppm (2, 3, 4,

10, 17, 44). , ‘

3.1.1. Mercuriales: Estos compucstos s¢ usan desde la medicina antigua.

Clorurc de mercurio (HgCL): en solucidn al 0.1 % fue muy usado como desinfectante
potente, pero es muy toxico, ¥ apenas se emplea en la actualidad.

Compuestos orgénicos de mercurio {como el Mercurocrome J, la Mescromina J, el
Mertiolato): no son totalmente fiables como desinfectantes y presentan cierta (aunque
baja) toxicidad, pero se emplea mucho como antiséptico de la piel y de heridas. '

Sales de fenilmercutio: son potentes inhibidores no solo de bacterias sino también de
levaduras, hongos y algas. Se usan especialmente en el control de posibles
contaminantes microbianos (por ¢jemple, bacterias oportunistas del genero
Pseudomonas) en productos fanmacéuticos, cosméticos y oftalmolégicos (2, 3, 4, 10,
17, 44).

3.1.2. Compucstos de plata: bien sea en forma de sales solubles, o en preparaciones
coloidales, los compuestos de plata s¢ usan ampliamente como antisépticos, aunque
estdn restringidos, al tener efectos irritantes y cdusticos.

Nitrato de plata (AgNO,): es muy bactericida frente sl gonoococo (Neiseria
gonorrhoeae), y por ello se usa habitualmente para prevenir la oftalmia gonocdcica
del recién nacido.

Cgloides orgénicos de plata: en ellos los iones Ag" se van liberando lentamente.
Tienen efectos bacteriostiticos, y encuentran su principal aplicacién en
oftalmologia. :

Cremas de nitrato de plata y sulfodiezina de plata: usadas para el tratamiento de
quemaduras, han reducido notsblemente la mortalided derivada de grandes
quemadurss (2, 3, 4, 10, 17, 44).

3.13. Sales y compuestos de cobre: el sulfato de cobre ticne acciones astringentes,
germicidas y funguicidas, y tembién se emplean en agricultura para el control de
hongos y algas (2, 3, 4, 10, 17, 44). .
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3.2. Agentes oxidantes. Los efectos de los agentes oxidantes que se tratan a continuacién son
la inactivacion de protetnas enziméticas (convirtiendo los radicales -SH en disulfuros -S -
S -). Ademés, los mis potentes también atacan radicales amino, el grupo indol (presente
ex el triptofanc), y la tirosina (2, 3, 4, 10, 17, 44).

32.1. Haldgenos: son bactericidas muy utiles y muy potentes. El iodo no tiene igual
come antiséptico de piel, v el cloro no tiene comparacién en el tratamiento de aguas.
Yodo. Aparte de su efecto oxidante, se combins irreversiblernente con residuos de

tirosina de las proteinas. Sus principalcs presentaciones son la tintza de Yodo y
los iodéforos (2, 3, 4, 10, 17, 44, 48).

Cloro. El claro fue uno de los primeros antisépticos en usarse (antes de conocerse su
mecapismo, e incluso antes de que se suplera el autentico papel de los
microorganismos en las enfermedades infecciosas. Holmes (Boston 1335) y
Semmelweiss (Viena 1847) lo introdujeron en la préictica de los médicos ¥ las
matronas para impedir la transmision de la sepsis puerperal, que era contagiada de
mujer a mujer por las manos de los doctores y de las parteras y que era una notable
causa de mortalidad de las mmjeres durante muchos siglos (2, 3, 4, 10, 17, 44, 48).
El cloro se presenita bajo las formas de Cl; (gaseoso), hipocloritos y cloraminas. El
efecto desinfectante se debe a la liberacion de cloro libre (Cly); a su vez, ¢l Cl
reacciona con ¢l agua para dar icido hipocloroso, que & pH écido o neutro es un
oxidante fuerte; la disociecion de] 4cido hipoclorose depende del pH (se realizz a
pH<7)(2, 3,4, 10,17, 44, 48).

3.2.2. Agua oxigenada: el peroxido de hidrégeno (H:03), en solucién al 3% se usé en
otre tiesnpo como desinfectante, pero estd sctuslmente en desnso, debido & que
algunas bacterias son resistentes, por la posesion de catalasas y peroxidasas. Ademis,
como antiséptico de heridas abiertas su efecto es muy pobre, porque el agua
oxigenada es descompuesta paor la catalasa tisular (2, 3, 4, 10, 17, 44),

3.23. Permanganato de potasio (KsMnOy). Al 1% se usa como antiséptico yretral, Y en
fumigacion (2, 3, 4, 10, 17, 44).

3.24. Acido parecético (CH3-CO-O-OH). Es un fuerte agente oxidsnte. En forma de
vapor s¢ usa en la esterilizacién de cimaras de cria de animales libres de gérmenes
(2,3,4,10,17,44).

3.3. Tinturas de colorantes bésicos, Algunos colorantes derivados de la destilacion del
alquitrdn de carhin, sobre todos los trifenilametanos y las acridinas, no solo tifien las
bacterias, sino también actian como antibacterianos, incluso a bajas concentraciones. Los
colorantes hdsicos son mis efectives. En general, su mecanismo depende de su afinidad
hacia los grupos fosfatos (acidos) presentes en las mucoproteinas. Encuentran su uso
como antisépticos de lesiones dermatoldgicas, infecciones de 1a piel y pequeﬂas heridas.
Su principal inconveniente es que muchos de ellos se activan en presencia de suero y
otras protefnas (2, 3, 4, 10, 17, 44),

33.1. Colorantes de trifenilmetanos. Son derivados de la anilina. Entre cllos st
encuentran. ¢l verde brillante, el verde de malaquita, la violeta de genciana, el cnistal
violeta y 1a fucsiua bdsice. Son muy selectivos hacia bacterias Gram.-positivas, sobre
las que son efectivos a s6lo 0,2-2 ppm. En cambio, las Gram. negativas suclen ser
resistentes, debido a su membrana externs. El efecto antibacteriano se debe a la
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pscudobase, que ¢s més lipofila que el respectivo catién y bajo esta forma accede al
interior celular, donde se une a los grupos fosfato de los 4cidos nucleicos (2, 3, 4, 10,
17, 44).

3.3.2. Colorantes derivados de 12 acridina (ilamados flavinas, por su color amarillento-
Lat. Flavus-.). Los ejemplos tipicos son acriflavina, la proflavine y la tripoflavina,
Interfieren en la biosintesis de 4cidos nucleicos (intercaléndose en la doble hélice del
ADN) v proteinas. Son bactericidas y bacteriostiticos sobre una gran diversidad de
bacterias. A diferencia de las anilinas, cjercen su accidn también en presencia de
materiales como suera, pus, ete, Su uso principal es 1s antisepsia de heridas (2, 3, 4,
10, 17, 44).

3.4. Agentes alquilantes. Son agentes esterilizantes, activos tanto sobre células vepgetativas
como sobre esporas, que ejercen su efecto letal por su accidn alquilante de proteinss y
&cidos nucleicos (2, 3, 4, 10, 17, 44).

- 34.1. Formaldehido (HCHO). La alquilacién la produce remplazando hidrégenos libiles
de ciertos grupos quimicos (NH;, -OH, -COOH y -SH), producienda:
Hidroximetilaciones
Condensaciones (entrecruzamientos)
Usos comerciales:
Como gas, en la descontaminecion de habitaciones,
Como formalina (solucién acuosa al 35%).
Como paraformaldehido (polimero sélido de 91-99 % de pureza)

La formalina se emples para prescrvar tejidos en liquidos de embalsamiento, y al 0,2-4%

on [a preparacién de vecunas de virus (2, 3, 4, 10, 17, 44).

3.42. Glutaraldehide. Es menos toxico y mas potente que el formaldehido, y no se afecta
por materiales con protefnas cada vez mas empleado como esterilizante en frio de
instramental quinirgico. Es el iinico recomendado para esterilizar equipamiento de
terapia respiratoria (2, 3, 4, 10, 17, 44),

3.43. Oxido de etileno. Tiene un efecto similar al de} formaldehido. Sustituciones y
cntrecruzamientos irreversibles en grupos amino, sulfhidrilo, etc., de protelnes,
También reacciona como grupo fosfato y anillos nitrogenados de los #cidos
nucleicos. Es un agente cmplcado como csterilizante gascoso, aunque cs de accidn
lenta. Se emplea cusndo ne se puede recurrir a la esterilizacibn por calor:’
Esterilizacion de material plastico, drogas, ciertos productos biolégicos y
equipamiento electrénico. La operacidn se realiza en cimaras parecidas al autoclave.
Sin embargo, es un métado caro y exhibe ciertos riesgos: presenta accidn vesicante y
toxicided para el hombre (mutdgeno y carcindgena) (2, 3, 4, 10, 17, 44),

3.44. B propionil-lactona. Es 25 veces més activa que el formaldehfdo. Actia como gas
en presencie de 80-90% de humedad relativa, aunque es poco penctrante (2, 3, 4, 10,
17, 44). :

METODOS DE EVALUACION DE LOS DESINFECTANTES.

Las pruebas de evaluacion de desinfectantes foeron realizadas por primera vez por Roberio Koch
en 1881, usando porciones de hilos de seda que impregnaba con esporas de Bacillus anthracis, los
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desecaba y los sumergia en una solucidn desinfectante, los sacaba despuds de cierto tiempo,
eliminaba por lavado ¢l exceso de desinfectaute y posteriormente, introducia los filamentos en un
tubo con medio de cultivo para observar si habia crecimiento (44),

Al realizar la evaluacién in vitre de un desinfectants se debe de tomar en consideracién que no
todas las baterias mueren instantineamente, sino que mnefen a una tasa logaritmica, la cual es
directamente proporcional a la concentracion del desinfectante y no todos los tipos de bacterias
son igualmente sensibles a los desinfectantes (44).

MICRO ENSAYOQ.

Tiene como base el procedimiento realizado por Koch con salgunas modificaciones y
adecuaciones realizadas par diversos investigadores al correr de los afios. Actuaimente se realiza
usande muestras de diversas superficies que se inoculan con el microorganismo a estudiar y
posteriormente estas superficies son expuestas al desinfectante y se colocan en el medio de
cultivo liquido durante el Hempo necesario para el desarrollo de la bacteria que se pretende
estudiar. Al observar el crecimiento bacteriano como un aumento en lo twrbidez del medio, se
considera que el desinfectante no es efectivo y si no hay aumento en la turbidez se considera al
desinfectante como efectivo (26, 44).

Tiene como desventaje que solo se obtienen resultados cualitativos en cuanto a efectividad (26,
44),

PROCEDIMIENTO “RODAC”

Estc procedimiento se realiza para el muestreo microbiolégico de superficies; es un método
tapido y relativamnente exacto para evaluar la desinfeccidn de cualquier superficie.

Se usan cajas de plstico transparente desechables, con un disciio especial; el fondo cuadriculado
de la caja se llena con el medio semisélido de cultivo adecuado al prapésito que se desea obtener
para bacterias, hongos, géneros bacterianos, etc. La superficie del medio de cultivo es ligeramente
convexa y para el muestreo se aplica suavemente a la superficie, se tapa y s¢ incuba en las
condicioncs adecuadas, realizéndose posteriormente la observacién y cuantificacion de las
colonias. Si el crecimiento es confluenie y tiene més de 300 colonias, el drea esta muy
contaminada y el desinfectante no es ¢l adecuado o lIa desinfeccién no es correcta (44).

EVALUACION DE LA DESINFECCION MEDIANTE MUESTREO MICROBIOLOGICO DE
SUPERFEICIES. '

Una de las técnicas més sencillas para el muestreo micrabiolégico de superficies, después de la
aplicacién de un desinfectante es la del métode del hisopo. Consiste en aplicer repetidamente yn
hisope de algoddn estéril, ligeramente humedecido en caldo sobre la superficie de muestreo, y
después sembrar con el hisopo un semisolido o Hquido adecuado a los propésitos que se
pretenden obtener (35, 36, 37, 38, 39, 40, 44).

El muestreo se realiza por lo general 30 minutos o més después de la aplicacion del desinfectante

EVALUACION DE DESINFECTANTES POR EL METQDQ DE DIFUSION EN DISCO.

No existe demasiada infopmacion sobre este método de evalacion de desinfectantes, pero es

considerado un método de evaluacion efectivo wtilizado en las condiciones adecuadas y contra las
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bacterias adecuadas, ¥ es un método cuantitativo que puede ofrecer resultados considerablemente
importantes, su inconveniente es que ¢l desinfectante y los microorganismos son manipulados en
las condiciones ideales para ambos, lo cual puede limitar su aplicacién en la prictica (5, 43).

EVALUACION DE LA DESINFECCION EN ATMOSFERAS DE LOCALES

Ademés del muestreo de superficies, es conveniente realizar el mucstreo de las atmésferas de
locales cerrados donde se ha practicado la desinfoccién, Para el muestreo se han desarrollado
varios métodos, uno de ellos, el mas simple s relaciona con la técnica millipore, el cual consiste
en lo siguiente;

El aire es aspirado dentro de un tubo colector de cristal, estéril, que contienc un medio
enriquecido y amortiguado de coleccién con sntiespumante. La aspiracién se realiza durante 23
min. ( 12.5 E/min).

Por medio de filtracién se captan los microorganismos y se mezclan con el Hiquido colector.
Posteriormente s¢ incuba el filro en las condicianes adecuadas y se procede & la identificacién y
cuantificacién de los microorganismos presentes en su superficie, que reaccionan con los viables
presentes en la muestra de aire (44). :

INDICE FENOLICO.

Fl método primaric que se ha empleado desde hace muchos afios, es comparar la potencia del
compuesto a ensayar con la de un desinfectante - tipe 0 estindar, que por motivos histéricos es et
fenol.

Este método consiste en comparar la capacided de eliminar a las bacterias de referencia
establecidas, con un desinfectante a prucba (desinfectante problema) y al fenol (desinfectante
patrdn, en un determinado tiempo (indicado en la formmla que aparece posteriorments), ¥
establecido este pardmetro s tecomienda usar concentraciones 5 veces mayor a la obtenida,

dximpa dilucién de i : mata a yp microorganismo en 10°, pero po cn
Méxima dilucién del fenol problema que mata a ese mismo microorganismo en 10, pero 0o en 5’
Indice Fenolico

[F=

Las limitaciones de este método son las siguientes:
El coeficiente de fenol solo es indicativa cuantitativamente en desinfectantes quimicaments
similares al fenol, y gue tengan cocficientes de dilacién (n) parecidos.
Aun cuando se conozea el coceficicnte fenol de un compuesto su valor indicativo se limita a las
diluciones que se hayan empleado en la determinacidn. ‘
Hay que atender a las condiciones de valoraci6n, ya que como se dijo antes, la presencia de
materia orgénica supone una merma de poder real de desinfeccién (2, 3, 4, 10, 17, 44).
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OBJETIVOS.

Ohjetive general,

Evaluar iz vitro la eficacia de un desinfectante elaborado con base en custernarios de amonio
en la concentracién de uso (450 ppin) y eh su concentracién comercial (75,000 ppm);
usado en una mesa de despiece deunamdmempwadomdacamesﬁ{as,delaciudad
de México.

Objetive pnrtleular.

Evaluar in vitre la cficacis de un desinfectante a base de cuaternarios de smonio en la
concentracién de uso (450 ppm) y en la concentracidn comercial (75,000 ppin ); contra las
bacterias proporcionadas del oepario del laboratorio de microbiologia de la FES
Cusutitlin Campo 4, de Escherichia coli y Staphylococcus aureus y la combinacién de las
mismas.
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HIPOTESIS.
El desinfectante elaborado con base en cuatemarios de amonio usado en la de despicece es
eficaz para garantizar una buena desinfeccion.
El desinfectante elzhorado con base en cuatemarios de¢ amonio usedo es eficaz contra las

bacterias proporcionadas del! cepario del laboratorio de microbiologia de la FES Cuautitléin
Campo 4, de Staphylococcus aureus y Escherichia coli y una combinacién de las mismas.
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MATERIAL Y METODO.
Pare ¢l cumplimiento de los objetivos propuestos se usaron los siguientes materiales y equipos.
Equipe.

Microscopio 6ptico.
Autoclave.
Estufa de incubacion.
Refrigerador
Balanza analitica.
Material de cristaleria.
Cajas de petri.
Tubos dg ensaye.
Pipetas graduadas de tml/10, 5 ml, 10 ml.
Probeta graduada de 500 ml.
Matraz graduado de L 1.
Material hiolbgico.
Bacteria Gram positiva: Staphylocaccus aureus, del cepario del laboratoria de Mlcmblologh
de la FES Cuautitlén.
Bacteria Gram negativa: Escherichia coli, del cepario del laboratorio de Microbiologia de 1a
FES Cuautitldn,
Medios de cultive
Caldo nutritive.
Placas de agar Miiller y Hilton.
Reactivas, 7
Muestra del desinfectante a base de cuaternarios de amonio con una concentracién del 7.5%
(75,000 ppm, concentracién comercial) usado en la mesa de despiece de la planta
empacadora de cames frias
Muestra del desinfectante a base de cuatemarios de amonio & ung concentracian de 450 ppm
(concentracion de use).
Solucién de Cl al 1%.
Agua destilada.
Agua destilada estéril,
Material miscelineo.
Asa de inoculacitn.
Gradilla.
Mechero Bunsen.
Hisopos de algoddn estériles.
Discos de papel filtro.
Toallas desechables,
Vernier.
Nefelémeire de Macfarland.
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METODO.

Para cumplir con los objetivos propuestos se realizaron las siguientes ectividades como parte del
método de investigecion.

A. Estandarizacién del método de evaluacién de desinfectantes por difusién en disco.

B. Recoleccion y procesamiento de la muestra

C. Elaboracitn de los medios de cultivo

D. Cultivo de las cepas para su usa en |a prucba.

E. Realizacion de la prucba de difusidn en disco.

A. Estandarizacién del método de evaluacién de desinfectantes por difusién en disco.
La estandarizacién del procedimiento se llevé acabo mediante una seric de prucbas
preliminares de difusién en disco, empleando tres diferentes desinfectantes, contenidas en una
caja de petri, en la que se colocaron 6 discos impregnados de los diferentes desinfectantes y
un control en el centro de la caja, este control no estaba impregnado de desinfectante, después
de 24 horas de incubscion a 37 °C se reslizo la medicién de los halos de inhibicién del
crecimiento bacteriano, los cuales son zonas que rodean a los discos, donde no hubo
crecimiento de bacterias por causa del desinfectante con el que se impregnaron los discos y se
expresd en milimetros, en el caso del disco control no hubo hale de inhibicién y el
crecimiento bacteriano se presento alrededor de el disco,

B. Recoleccion y procesamiento de la nuestra.
La muestra, del desinfectante fue tomada directamente del envase en el que es comerciatizado
este producto y colocada en un recipiente que fic proviamente limpiado y desinfectado para
transportacién del mismo; la muestra fue de 500 ml, ¥ se encontraba en una concentracitn de
7.5% (equivalente a 7,5000 ppm), que fue una de las concentraciones con lIa que s¢ trabajo y
la otra dilucién fue la que se describe en el siguiente pérrafo.
Para obtener la otra concentracién usada en el presente estudio so requirié diluir 1a muestra de
desinfectante para alcanzar una concentracida de 450 ppm, la cual se logrd al diluir 6 mi del
desinfectante en su presentacidn comercial antes mencionada (concentracidn del 7.5 % o
75,000 ppm) ¢n un litro de agua destilada estéril.

C. Elaboracién de los medias de cultivo.
Los medios de cultive utilizados son de dos tipos, ¢l medio de cultivo liquide y el medio
semisdlide.
Como media de cultivo liquido se usé el calde nutritivo dado el tipo de mlaoorgmlsmos que
s usaron para la prueba. Este se compré elahorade y contenido en tubos de ensaye.

El medio semisdlido fue el Agar MULLER y HILTON (MH) dedo que es el medio

recomendado para pruebas de difusion. Este medio se prepard como lo recomienda el

fabricente, es decir realizando los siguientes pasos:

1.- Disolver 38g del medio de cultivo deshidratado en un litro de agua destilada.

2.- Calentar hasta ebullicién durante 4 minutos esta disolucidn.

1.- Esterilizar en autoclave a 115 °C, 15 Lb de presién, 15 minutos.

4.- Verter en cajas de Petri y permitir que solidifiquen (34).

5.- Realizar prucba de esterilidad, la cual consiste en colocer las cajes de petri que contienen
el medio de cultivo semisélido en la estafa de incubacién a 38 °C durante 24 horas, si la
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prueba resulta negative al crecimiento bacteriano {indica que no hay contaminacién) tas
cajas con medio de cultivo pueden ser utilizadas, en caso de que alguna de las caju resulte
positiva sl crecimiento bacteriano se debe de desechar el lote completo de cajas de pctn
con medio (26).

D. Cultivo de las cepas para su uso en la prucba.

Para esta prueba se utilizaron dos tipos de bacterias: Eckerichia coli y Staphylococeus
aureus, ambos de cepas purificadas en ef Laborstorio de Microbiologia de la Fecultad de
Estudios Superiores Cuautitlén, Estos oultivos se conservaron en medio semisélido y en
tubo de vidrio pars evitar su contaminacién, realizdndose un pase & medio de cultivo en
placa (caja de petri}, para verificar su viebilided y se incubaron en una estufa a 37 °C
durante 24 horas, observéindose el desarrollo de las colonias. Dado que se tuvo la certeza
de que las cepas usadas se encontraban en forma pura solo se realizd un frotis de cada una
de las cajas inoculadas observando tmicamente a las bactetias deseadss, realizado este
procedimiento se inocularon los cultivos, cada uno por separado en madio de cultiva
liquido, ¥ se permitié su desarrollo en una estufe de incubacién a 37 °C durante 24 horas;
transcurrido este tiempo en los tubos donde hubho un crecimiento de bacterias se ajusto su
turbidez al tbo 0.5 del nefelémetro de McFarland (que equivale aproximadamente a
100,000,000 de células bacterianas por mi), visto a contra fuz todas estas actividades se
realizaron en condiciones asdpticas

E. D.Realizacién de la prueba de difusién en disco
La técnica descrita por Sheeley (1991) fue modificada para su aplicaci6én en este estudio,
en Ia cual se evaluaron diversas combinaciones de variables, por cjemplo 1a efectividad
del desinfectante en dos concentraciones distintas, asl como su efectividad contra las dos
bacterias por separado y en combinacidn, como se describe paso a paso a continuacion:

1.- En una placa de medio de cultivo MH sa inocula | ml de la cepa o cepas especificas para
la parte de la prucha a realizar, y por medio do una técnica de barrido se distribuyo el
inoculo, en toda 1a superficie de 1z placa, ¢l Exceso de inoculo retira con un hisopo estéril.

2.- Con el uso de unas pinzas de discecién estériles se empaparon los discos de 0.5 cm. de
didmetro, con el desinfectante a la concentracion especificada pata cada prucba, se
colocaron como méaximo 6 discos en ceda una de las placas de agar MH inoculadss, & uoa
distancia similar entre cada disco, colocando un disco sin desinfectante en el centro de I
placa como grupo control y se incubd a 37 °C durante 24 horas. :

3.-Transcurrido este tiempa se realizd la medicién del didmetro de los halos de inhibicién
producidos por el desinfectante; esta se realizd con el uso de un Vernier y se reportd en
milimetros. Estas aress de inhibicién se observan como unas zonas donde no hubo
crecimiento de colonias bacterianas, circundando a los discos empapados de desinfectante.
(43)

4.- Con el fin de que esta prucha tenga valor estadistico se realizaron las repeticiones
minimas que indica Danicts (1982) para que se considere una muestra estedistica normal,
es decir < 30 repeticiones. Por lo cual se formaron grupos de 36 repeticiones por cada
procedimiento, los grupos fueron los siguientes (6):

Grupo 1. Desinfectante a concentracion de 450 ppm probado contra Staphylococcus
aureus, 36 repeticiones.
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Grupo 2. Desinfectante a concentracién de 450 ppm probado contre Echerichia coli,
36 repeticiones.

Grupo 3. Desinfectante a concentracién de 450 ppm probado contra Staphyloceccus
aureus y Echerichia coli, 36 repeticiones. '

Grupo 4. Deginfectante a concentracién de 75,000 ppm probado contra
Stapkylococcus aureus, 36 repeticiones.

Grmapo 5.  Desinfectante 2 concentracién de 75,000 ppm probedo conira Echerichia
coli, 36 repeticiones.

Grupo 6, Desinfectante & copcentracién  de 75,000 ppm probado oontra
Staphylocaceus aureus y Echerichia coli, 36 repeticiones.

El pardmetro de inhibicidn para considerar efectivo un desinfectante, al utilizar la prueba de
difusidn en disco foe tomado del trabajo realizado por Uribe (2001), quien consider que
este limite inferior fue de & mm de inhibicién del crecimiento bacteriano (para la bacteria
que él utilizh) (46).
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RESULTADOS.
Los resultados obtenidos sc presentan para grupos de 36 repeticiones por prusha en sus
diferentes variahles, obteniéndose de este modo 6 grupos, es decir 216 resultados en total. Los
cnales se presentan a continuacidn:

En la Tabla No. 1 se muestran los resultados obtenidos al probar el desinfectante en una
concentraciéon de 450 ppm contra el Staphylococcus aureus, s¢ observa una moda de 10 mm de
inhibicién del crecimiento bacteriano, un promedio de 11.13 mm y una mediang de 11 mm, con
una desviacién estandar de 1.9.

Tabla No. 1

Difimetro de inhibicién del crecimiento bacteriano, expresado en mm, Staphylococcus
aureus (Grupo 1), al emplear un desinfectan20 .

te con base de cuaternarios de amonio en una concentracién de 450 ppm, mediante la

_— rueba de diflls6n en disco

Sumatoria 401
Promedio (Media) 11.14
Mediana. 11.00
Moda. 10.00
Desviacitn estindar (S%) 1.93
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En la Tabla No. 2 se puede observar que contra Echerichia coli, no hubo inhibicién del
crecimiento de esta bacteria.

Tabla No. 2

Difimetro de inhibicién del crecimiento bacteriano, expresado en mm, Escherichia coll
(Grupo 2), al emplear un desinfectante con base de cuaternarios de amonio en una

cién de 450 ppm, mediante Ia prueba de difusién en disco

Desviacién estndar (57 ' 9.00
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En la Tabla No. 3 se puede observar que se oﬁticnc un promedio de 18,38 mm de inhibici6n del
crecimiento bacteriano, una mediana de 19 mm v una moda de 19mm, y como limites, el minimo
de 16 mam de inhibici6n del crecimiento y un maximo de 23 mm de ishibicién. ‘

Tabla No. 3 .

Diimetro de inhibicién del crecimiento bacteriano, expresado en mm, S. axreus + E. coli
(Grupo 3), al emplear un desinfectante con base de caaternarios de amonio en una

16, ediante 1a prueba de nlﬁn en disco.

4

Sumatoria 678.00
Promedio (Media) 18.83
Mediana, 19.00

" Moda. 19.00
Desviacion estindar (S°) 1.98
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En la Tabla No. 4 se observa una media de 24.72 mm de inhibicion del crecimiento bactéﬁano
una mediana de 25mm y una moda igual, y su limite inferior es de 22mm y el superior de 27mm
de inhibicién. '

Tabla No. 4
Didmetro de inhibicién del crecimiento bacteriano, expresado en mm, S. aureus (Grupo 4),
al emplear un desinfectante con base de cuaternarios de amonio en una concentracién de
75,000 mediante la prueba de difusién en disco.

2 19. 25
’»f G
73 21, 25
bo ol S ©
23 M) 25
24 ' 25, 25
Yoiailieest ;
2 27. 25
‘ﬁ“ : m—”"—ll ) l? SId '
24 ' 29, 26
* 24 31 2
s 33, 27
g (e i # y
2% 35, 27
Sumatoria £90.00
Promedio (Media} 24,72
Medians. 25.00
Moda. 25.00
Desviacién estandar (5°) 1.30
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: En la Tabla No. 5, se puede observar que con esta concentracién s¢ obtuvo inhibicién sobre la
Escherichia coli, con una media de 18,05 mm de inhibicién de crecimiento bacteriano, una moda
de 18 y una mediana igual, su limite inferior es de 15 mm y su limite superior es de 21 mm de
inhibicién del crecimiento bacteriano, y una desviacién estindar de 1.6.

Tabla No. 5

Difimetro de inhibicién del crecimiento bacteriano, expresado en mm, E. co#l (Grupe 5), al

emplear un desinfectante con base de cuaternarios de amonio en una concenatracién de
mediante la prucba de difusién en dis

Sumatoria 650,00
Promedio (Media) 18.08
Mediana. 18.00
Moda. 18.00
Desviacién estindar (S) 1.57
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La Tabla No. 6, muestra los resultados obtenidos al probar ¢l desinfectante a una concentracion .
de 75,000 ppm contra la combinacion de las bacterias, con una media de 24.44 mm de inhibicion,
mediana de 25 mm, moda de 26 mm y por ultimo una desviacién estindar de 2.48.

Tebla No. 6

Difimetro de inhibicién del crecimiento bacteriano, expresado en mm, S. aureus + E, coli
(Grupo 6), al emplear un desinfectante con base de cuaternarios de amonio en una

concentracién ediante la prucba de difusién en disco

Sumatoria 880
Promedio (Media) 24.44

Mediana 25

Moda. 26
Desviacion estindar (S°) 248
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En la Tabla No. 7 se muestran a manera de resumen, los datos numéricos obtenidos en ¢l presente
estudio, tomandose como resultados de importancia las medias y. la desviacion estandar de cada
uno de los grupos

Tabla No. 7
Medias y desviaciones estindar obtenidas en la prueba de difusién en disco
ICONCENTRACION IGRUPO - |BACTERIA MEDIA {DESVIA. STD N
450ppm Grupo 1 5. aureus ‘ 1.14 193 n6
Grupo 2 F. coli : 4 0 36
Grupo3 S. aureus/E coli 18.83 1.98 36
TOTAL .99 [7.93 108
75,000 ppm Grupo 4 IS, qureus 24.72 1.3 36
Grupo 5 \E. coli 18.08 1.57 36
Grupo 6 \5. aureus/E coli R4.44 248 36
TOTAL 22.42 3.59 108
Total 5. aureus 17.93 7.03 72
E. coli 0.04 D.17 72
S. aureus/E coli 21.64 3.6 72
TAL 16.2 8.74 D16

N= Numero de repeticiones.
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Para analizar estos resultados y determinar si existié una diferencia significativa entre las diversas
variables que se estudiaron, se aplicfo el andlisis de varianza de medias independientes. Los
resultados de este analisis se muestran en la Tabla No. 8, en la que entre otros datos aparece la
columna de la “F” calculada, 1a cual indica el valor numérico que tendria la varisble que se esta
probando, y en qué lugar se ubicaria en una grifica de distribucién normal, si este valor se
encuentra cercano al promedio que aparece en dicha grifica, no existe diferencia significativa, y
se verd un numero cercano al uno en la columna que tiene este titulo de “significancia™; en contra
parte si la “F” calculada se encuentra Iejos del promedio de la distribucién normal, la diferencia
entre los grupos es mas grande, y por lo tanto habri una diferencia significativa, es decir la
diferencia entre las variables estudiadas, se debera a razones propias de cada uno de los grupos
estudiados y no al error humano.

También en la Tabla No. 8 se muestra el analisis de varianza realizado sobre los resultados
obtenidos, donde el “Modelo corregido” expresa los valores numéricos obtenidos de los 6 grupos,
1a “interseccién” es donde se unen ambas variables estudiadas, 1a “Concentracién™ no requiere de
explicacién, al igual que las bacterias, el renglén de “Concentracién por bacterias” es la
multiplicacién de estas, el “Error” es lo mismo que indica su nombre, al igual que el total y la
correccion del total. : :

La interpretacion de la Tabla No. 8, para fines de este estudio, consiste en averiguar si existe una
diferencia significativa catre los grupos y varisbles analizados, para ecsta tarea es necesario
considerar la columna de la significancia, la cual en los casos analizados fue muy baja (P<0.000),
lo cual permite aseverar que hubo diferencia estadisticamente significativa entre los diferentes
grupos estodiados y entre las diferentes variables manejadas y que tales diferencias no son
atribuibles & error, sino a las diferencias reales en las variables manejadas. (6)

Tabla No. 8

" Andlisis de varianza al didmetro del halo de inhibicién obtenido al aplcar la

prueba de difusién en disco.

Tipo 1II. Suma de | Grados de | Cuadrados | F Significancia

cuadrados libertad medios
Modelo corregido. 15808.870 5 3161.774 | 1057.001 | 0.000
Interseccidn. 56712.963 1 56712.963 | 18959.494 | 0.000
Concentracidn, 8337.796 1 8337.796 | 2787377 | 0.000
Bacteria. 6034.898 2 3017449 | 1008.752 | 0.000
Concentracion  por | 1436.176 2 718.088 240.061 0.000
bacteria.
Error. 628.167 210 2.991
Total. 73150.00 216
Correccion del total | 16437.037 215
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DISCUSION.
Como se indich en los resultados, el anilisis de varianza de medias independientes, muestra que
todos los grupos son diferentes ya que se caloul6 una diferencia estadisticamente significativa (P
< 0.000) entre ellos por lo cual aunque presentan similitudes, la comparacién entre los mismos es
Tomando como base el valor propuesto por Uribe (2001), quien consideré que para que un
desinfectante se pudiera tomar como efectivo por medio de la prueba de difusién en disco, éste
debe de producir por lo menos 8 mm de inhibicién en el crecimiento bacteriano; se puede sefialar
que este pardmetro fue superado en la mayoria de los grupos de prueba, excepto en el grupo No.
2. (46)
En este grupo no se produjo inhibicién (0.00 mm en promedio), habiendo trabajado con una cepa
purificada de E. coli, y con el desinfectante a una concentracién de 450 ppm, que cs la
recomendada por el fabricante.
Este hecho resulta congruente con lo reportado por Iafies (1998), Sumane y Ocampo (1997) ¢
Isenberg (1988), quienes sefialan que las bacterias pertenccientes al grupo Gram negativo, que es
el caso, tienen en su forma estructural, una capa externa formada por lipopolisacéridos, que les
confiere una importante resistencia a los factores fisicos del medio ambiente y a los agentes
quimicos agresores.(17, 22, 44)
Asimismo, Iaftes (1998) v Sumano y QOcampo (1997) mencionan que esta ineficiencia de un
desinfectante se puede intentar corregir al aumentar la concentracion de uso del mismo, hecho
que se comprobé en este estudio, pues al aumentar la concentracion e 75,000 ppm (presentacién
comercial), si se produjo inhibicién en el crecimiento bacteriano, en una media en milimetros
superior al parimetro antes citado. (17, 44)
Sin embargo, podria haber una limitacién con respecto a esta recomendacién, debido a que al
aumentar la concenfracién de uso del desinfectante se corre el riesgo de producir una
contaminacion del(os) producto(s) alimenticio(s) final(es). (30, 48, 53)
Como parte de este estudio se combinaron las cepas purificadas empleadas pama observar el
comportamiento de efectividad de este desinfectante contra contaminaciones mixtas; en este
grupo, en ambas concentraciones probadas se produjo una inhibicién importante con relacién al
parhmetro establecido, en caso del grupo 3 (concentracién del desinfectante: 450 ppm), se
observé una inhibicién de 18.83 mm Al comparar este resultado con el del grupo 2, en el que,
como se sefinld antes no se produjo inhibicién alguna, se puede afirmar que hubo una diferencia
estadisticamente significativa (P < 0.00).
Este comportamiento resulta consistente con lo sciialado por Isenberg (1988), el cual menciona
que una misma bacteria puede comportarse de manera distinta al encontrarse en diferente medios
ambiente, es decir una bacteria que no produce enfermedad al estar presente en un sistema de
cierto organismo, si s¢ trasfiere a otro sistema del mismo organismo puede tornarse patdgena,
también es importante indicar que refiere que las interacciones que se generan al encontrarse dos
o mas tipos de bacterias en un mismo medio ambiente, pueden modificar la expresién y el
comportamiento, funcién, etc. de ceda uno de ellos. A lo anterior se puede afiadir lo sefialado por
Atlas (2002), quien menciona que al encontrase dos o mas tipos bacterianos en un mismo
ambiente tenden a interactuar entre ellos de diversas formas, las que pueden ser positivas
(cooperacién) o negativas (competencia), y €l tipo de iteraccion que realicen, seréd determinado
por la densidad de poblacién presente en este medio arbiente. (1, 22) ’
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Ademas, es conveniente mencionar, en relacién con la posible aplicacibn de los resultados de este
trabajo en la prictica v que ello resulte vélido, es decir, que el comportamiento de este
desinfectante a la concentracion recomendada por el fabricante resulte verdaderamente efectivo,
en especial en el caso del grupo 3, que el International Comision of Microbiology and Safety in
foods (ICMSF) (1980, 2000, 2002), Isenberg (1988), Frazier (1985, 1993), Libby (1981), Hayez
(1993), Reyes (2003), Quiroga (1994) y Gracey (2001, 1599) reportan que las contaminaciones de
los alimentos en la realidad son de tipo mixto y la posibilidad de que de forma natural se presente
una contaminacién pura de un grupo especifico de bacterias es muy limitada. Esto indica que a
pesar de la ineficacia mostrada contra la E. coli, a 450 ppm (concentracién de uso en la planta
empacadora de carnes frias) este desinfectante puede ser de utilidad, tomando en cuenta Jo antes
mencionado, salvo en los casos en los que el tipo de bacterias que predominen en la
contaminacin agregada sean del tipo coliforme o Gram negativas. (11, 12, 18, 19, 20, 22,14, 15,
16,24, 27, 28)

Garcia, Efrain', de manera simulténea a este trabajo, realizd un estudio de conteo de organismos
colifortnes totales en la superficie donde es aplicado este desinfectante encontrando una medie de
35,770 UFC/ml; este numero, ademas de sobrepasar el linite propuesto en el PROY — NOM —
093 — SSA1 - 1994, puede sugerir una predominancia de bacterias coliformes en esta superficie,
lo cual seria consistente con lo encontrado en el grupo 2 de este estudio, y esto ltimo podria estar
alterando la efectividad del desinfectante en la prictica. (43) .

Como parte del estudio se incluy6 1a formacién de grupos de prueba con las cepas pures, y la
combinacién de ambas empleando 1a concentracion a 75,000 ppm con la finalidad de corroborar
si en este caso, como lo sefialan Iafies (1998), Sumano y Ocampo (1997), Booth (1997), Baynes
y col (2002)., al aumentar la concentracién aumenta la efectividad del producto en prucba,
encontrando coincidencia en los resultados obtenidos en los tres grupos; no obstante, la literatura
recomienda el uso de estos desinfectantes a concentraciones muy bejas, incluso a 1 ppm, debido a
su efectividad y a que son sustancias bactericidas. Bajo estas consideraciones se puede cuestionar
esta afirmacién en este trabajo, dado que como muestran los resultados obtenidos el desinfectante
a una concentracién de 450 ppm fue inefectivo contra E. coli, cabe destacar que los autores no
mencionan las condiciones y tipo de prueba en las que se evalu el desinfectante. (2, 3, 17, 44)

! Garcla, Efain. Tesis de licenciatura. Evaluacin de la eficacia antibacteriena del programa de Yimpieza y
sanitizacién aplicado en una mesa de despiece de una planta empacadora de carnes frias de 1a Ciudad de México.
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CONCLUSIONES.

Tomsando en cuenta los resultados abtenidos y lo sefialade por los eutores, se pueden concluir

lo siguiente:

e Con relaci6n a los resultados obtenidos se concluyo que el desinfectante a la concentracién
de uso recomendado (450 ppm), es efectivo contra el Staphilococcus aureus y contra la
combinacién de S. aureus y E. coli, no as{ contra la cepa purificada de E. coli.

e FE! desinfectante usado a una concentracién de 75, 000 ppm (concentracion comercial) es
efectivo contra ambas bacteria y la combinacién de las mismas. Pero el uso de esta
concentracién de forma practica puede presenter un riesgo de contaminacién a los
producios finales.

» Dado que la mayoria de los autores reportan que lo normal en las industrias de alimentos
es el tipo de contaminacién mixta, se puede sefialar que este desinfectante con bese a
cuaternarios de amonio, en una concentracién de 450 ppm es efectivo para su uso en la
préctica.

e Sien la realidad la contaminacion de une superficie de contacto con alimentos estuviese
contaminada predominantemente con organismos coliformes, la ineficacia de este
desinfectante contra bacterias Gram negativas (grupo 2) se podria corregir tefricamente
aumentando la concentracién de uso del desinfectante; sin embargo, al realizar esta
préctica se correria el riesgo de que este producto se convirtiera en un conteminante
quimico del(los) producto(s) final(es), alterando la composicién quimica de los mismos, lo
que a su vez podria generar dafios en los consumidores finales, por lo tanto seria necesario
tomar otras medidas cotrectivas, como pueden ser verificar si la temperatura de uso es la
recomendada por el fabricante, o si el tiempo de contacto se ¢std apegando a esta Gltima
fuente.

» Es de suma importancia recalcar que los resultados obtenidos son especificos para este
desinfectante y para las condiciones de laboratorio en las que se realizaron las pruebas.

e Es necesario que quede claro que la efectividad de los desinfectantes esta en funcién, en
cualquier caso, de la limpieza previa asl como de que se cumplan las condiciones de
tiempo de contacto, temperaturas de aplicacién y nivel de pH.
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