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RESUMEN

Muchos desinfectantes y técnicas han sido inspirados por practicas empiricas
de higiene personal, tales como hervir el agua, el uso de colorantes o la
exposicion a los rayos del sol. Es por ello que la desinfeccion se considera un
procedimiento, que es utilizado como elemento de ruptura de la cadena de
transmision de microorganismos, evitando posibles contaminaciones a nivel de
laboratorio, hospital, industria, etc.

Una gran variedad de agentes desinfectantes se han utilizado para destruir a
los microorganismos desde hace décadas y difieren grandemente en sus
propiedades como su grado de toxicidad, estabilidad, espectro de inhibicidn,
compatibilidad, olor, efecto residual, etc. Por tal motivo las Soluciones
Electrolizadas han sido una alternativa en el campo de la desinfeccién desde
hace aproximadamente tres décadas, lamentablemente su estabilidad no iba
mas alld de las 24 horas. Debido a esto se le dio la continuidad a las
investigaciones sobre el desarrollo de dichas soluciones, ya que presentan
propiedades atoxicas para el humano. A partir de 1996 fueron descritas como
Soluciones Electrolizadas de Superoxidacion (SES) de pH neutro por Tanaka,
confiriéndoles ya no solo su alta capacidad desinfectante, sino ademéas un pH
de 6.4 — 7.5, lo que las acerca a la neutralidad, una estabilidad aproximada de
18 meses bajo condiciones ambientales normales y una completa atoxicidad.
Hasta el momento no existe evidencia cientifica publicada en medios arbitrados
de su sitio de accion, pero sin embargo describen el posible efecto que puede
ejercer en las bacterias.

Por todo lo anterior descrito en este trabajo se determino el efecto bactericida
de la SES en bacterias que comunmente tienen alto grado de resistencia y de
importancia clinica. Los microorganismos utilizados fueron: Staphylococcus
aureus, Streptococcus faecalis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa,
en donde fueron sometidas a un sistema automatizado de identificacion
bacteriana (Vitek 2).

Para determinar el efecto bactericida a diferente concentracién y tiempo, se
realizaron diluciones dobles seriadas, inoculando directamente la bacteria
estandarizada al 0.5 del Nefelobmetro de Mc Farland con ayuda del equipo
DensiCHEK plus, encontrando que después de 10 minutos de exposicion la
SES inhibe el crecimiento bacteriano a una dilucién no mayor de 1:4. Por otro
lado de igual forma se determino si existen diferencias al disminuir o
incrementar la temperatura, observando que ésta inhibe mejor a una
temperatura de 25y 37°C. Con respecto al coeficiente fendlico se encontré que
a una concentracion del 14% ejerce el efecto bactericida. Para realizar los
ensayos en microplaca se emplearon diluciones dobles seriadas aplicando el
método colorimétrico de Mosmann exponiendo la bacteria con la SES,
encontrando que ésta inhibe a una dilucion no mayor de 1:4 en un tiempo
promedio de 10 minutos. Posteriormente se hicieron observaciones en el MET
evidenciando el dafio sobre la bacteria, comprobando lo que estipulan algunos
articulos de manera tedrica.



1. INTRODUCCION.

Muchos desinfectantes y técnicas de desinfeccion han sido inspirados por
practicas empiricas de higiene personal, tales como el agua hervida, el uso de
colorantes o la exposicion a los rayos del sol. En tiempos remotos se pensaba

gue los demonios y espiritus malignos eran la causa de las infecciones.

El arte y la ciencia de la desinfeccion precedieron, sin duda, a la teoria
infecciosa de la enfermedad. En un principio se observo que ciertos
compuestos, cuando se aplicaban sobre cadaveres en descomposicion o se
agregaban a las aguas residuales, atenuaban la emanacion de malos olores.
Sobre tales bases empiricas, el uso de los desinfectantes y su aplicacion en la
desinfeccidn se fue desarrollando hasta configurar una ciencia de considerable

magnitud.”

Desde un punto de vista histérico, la desinfeccion por agentes quimicos fue
utilizada por multiples procedimientos. Por ejemplo los egipcios 3000 afios a. C.
utilizaban el vino de palma y el vinagre para rociar las cavidades abdominales
de los cuerpos (humanos y animales) que embalsamaban.® Pero la mas
antigua referencia de una desinfeccion es descrita en la Odisea, 800 afios a.
C. en la que Ulises, después de haber matado a sus rivales ordena que se
guemara azufre adentro de las casas. De igual manera en Europa, durante las
epidemias de peste humana en plena edad media, fue recomendado el azufre

para desinfectar los locales y los objetos contaminados.*?

Para 1676, Van Leeuwenhoek aporto la primera demostracion cientifica de la
accion desinfectante de soluciones acidas que el verificaba en sus
“animalculos” que describid, recuperando las bacterias recogidas de la
superficie de sus dientes con vinagre de vino, las cuales dejaban de moverse.®

En 1745 nuevamente en Europa, fue prescrita la utilizacion de sosa caustica
(@lcalis) para la limpieza de los recipientes que habian servido para alimentar
animales afectados por la peste bovina y el tratamiento con lechada de cal de
las maderas y las paredes de los establos. Incluso, los objetos que habian
tenido contacto con los perros rabiosos, eran limpiados con agua jabonosa no

1



diluida vertiéndola en grandes cantidades sobre los restos de saliva del animal

rabioso.*

1.1 Definiciones

Antiséptico: Agente que inhibe o destruye microorganismos sobre tejido vivo,

incluyendo la piel, cavidades orales y heridas abiertas. % 3

Sanitizante: Agente que reduce, en superficies inanimadas, la cantidad de toda

forma de vida microbiana, incluyendo hongos, virus y bacterias. % %*

Esporicida: Agente que destruye esporas fungicas y bacterianas cuando se
usan en una concentracion suficiente durante un tiempo de contacto especifico.

Se espera que mate todo microorganismo vegetativo. 3% 42

Limpieza: Remocion mecanica de toda materia extrafia en superficies de
objetos inanimados. Se consigue en general con la utilizacion de agua y
detergente. El propésito de la limpieza es disminuir el numero de
microorganismos a través de arrastre mecanico y no asegura la destruccion de

éstos, % 24 38

Descontaminaciéon: Es la Eliminacibn de microorganismos de objetos

dejandolos seguros para la manipulacion. El término se aplica a objetos
contaminados durante la atenciéon de pacientes, por contacto con fluidos
corporales o restos organicos. La manipulacién de estos objetos puede resultar
con riesgos para el operador y requieren una disminucion de la carga

microbiana previo a su desinfeccién o esterilizacién. * %

Desinfeccion: método quimico o fisico de eliminacibn de todos los

microorganismos patdgenos con excepcion de las esporas, alterando su

estructura o su metabolismo, independientemente de su estado fisiolégico. %2*

Esterilizacién: proceso de destruccion o eliminacion completa de cualquier tipo

de vida microbiana, incluyendo las formas esporuladas de hongos y bacterias.

2



Significa el nivel mas alto de seguridad y, por tanto, de letalidad (o eficacia

biocida). % 2438 42

1.2 Generalidades

La desinfeccidn consiste en una técnica de saneamiento cuyo objetivo es
destruir los microorganismos patdgenos, es decir productores de
enfermedades, estos pueden actuar sobre animales, superficies, objetos o
ambiente, para evitar la transmisién de enfermedades infecciosas. Esta accion

destructora o inhibidora es en funcion del tipo de microorganismo, puede ser:

v’ bactericida, se destruyen bacterias.
v’ fungicida, se destruyen hongos.
v’ viricida, se destruyen virus.

v/ esporicida, se destruyen esporas.

1.2.1 Principales Condiciones que debe reunir un Desinfectante

Un desinfectante segun la Food and Drug Administration (FDA), es una
sustancia que, depositada sobre un material, vivo o inerte, destruye en 10 o0 15
minutos todos los microorganismos patégenos, alterando lo menos posible el
sustrato donde residen y abarcando todas las formas vegetativas de bacterias,
hongos y virus (excepto el virus de la Hepatitis B, 1o que significa ausencia de
poder de inactivacion, sino que se requiere comprobar su eliminacion para ser
considerado desinfectante). Actualmente, se denomina bactericida a los
productos que actdan tanto in vivo como sobre material inerte y se reserva el
término desinfectante para los productos que sélo actian sobre material inerte.

24,34

Las caracteristicas que debe reunir un buen desinfectante son:

v Amplio Espectro. - Debe tener un amplio espectro antimicrobiano y
efectivo frente a virus, células vegetativas y esporas de bacterias y

hongos.


http://www.monografias.com/trabajos5/virus/virus.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/celula/celula.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/bacterias/bacterias.shtml
http://www.monografias.com/trabajos10/hongo/hongo.shtml

Rapida Accién. - Debe producir una rapida muerte a los

microorganismos.

No ser afectado por factores del medio ambiente.- Debe ser activo en
presencia de materia organica (sangre, esputo, heces) y compatible con
detergentes, jabones y otros agentes quimicos en uso.

No Toxico.- No debe ser irritante para el usuario ni para el paciente.
Aunque hasta la fecha todavia no se logrd, pero con el avance de la

ciencia y tecnologia se encuentra en curso.

Compatible con las superficies.- No debe corroer metales ni deteriorar

plasticos, gomas, etc.

Sin Olor.- Debe tener un olor suave o ser inodoro.

Econdmico.- El costo se debe evaluar en relacion con la dilucién, el

rendimiento y la seguridad.

Estable. - En su concentracion y dilucion en uso. El glutaraldehido al ser

activado varia pH de 7.5 a 8.

Limpieza.- Debe tener buenas propiedades de limpieza.

Facil de Usar.- La complejidad en la preparacion, concentraciones,
diluciones y tiempo de exposicion del producto pueden crear confusion
en el usuario.

Efecto residual no toxico sobre las superficies.- Muchos
desinfectantes tienen accién residual sobre las superficies, pero el
contacto de las mismas con humanos puede provocar irritacion de piel,

mucosas u otros efectos no deseables.
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v' Soluble en Agua.- Para lograr un descarte del producto no téxico o

nocivo para el medio ambiente.
1.2.2 Factores que Influyen en la Desinfeccion

> Concentracién del agente y tiempo de actuacién. % 2> %4

» EIl pH afecta tanto a la carga superficial neta de la bacteria como al grado
de ionizacién del agente. En general, las formas ionizadas de los agentes
disociables pasan mejor a través de las membranas bioldgicas, y por lo
tanto son mas efectivos.

v' Los agentes anidnicos suelen ser mas efectivos a pH acidos.

v Los agentes cati6nicos muestran mas eficacia a pH alcalinos. % %> %

» Temperatura. Normalmente al aumentar la temperatura aumenta la
potencia de los desinfectantes. Para muchos agentes la subida de 10

grados supone duplicar la tasa de muerte, ** 2> *

» Naturaleza del microorganismo y otros factores asociados a la poblacion
microbiana:

v' Segun la especie empleada: p. ej., el bacilo tuberculoso resiste los
hipocloritos mejor que otras bacterias

v' Segun la fase de cultivo.

v' Dependiendo de la presencia de capsulas o de esporas (suelen conferir
mas resistencia).

v" Dependiendo del nimero de microorganismos iniciales. 2% 2> 44

» Presencia de materiales extrafios: La existencia de materia organica en el
material a tratar (p. ej., sangre, suero, pus, etc.) afecta negativamente a la
potencia, hasta el punto que pueden llegar a inactivarlos, en cuanto a su

poder desinfectante o esterilizante. 2* 2> 44
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1.2.3 Niveles de Desinfeccion

Dependiendo de la capacidad del agente para destruir microorganismos se

define en tres niveles de desinfeccién: alto, intermedio y bajo. *

Desinfeccion de Alto Nivel: Proceso por medio del cual se elimina todos los

microorganismos, incluyendo esporas, virus lipofilicos, hidrofilicos y M.
tuberculosis. Se utilizan sobre aquellos materiales en contacto con mucosas
integras, ya sea estériles (cistoscopios, catéteres de colangiografia retrograda)
0 con microorganismos (broncoscopios duodenoscopios, colonoscopios, tubos

endotraqueales, circuitos respiratorios de anestesia, etc.). %2434

Desinfeccion de Nivel Intermedio: proceso por medio del cual se elimina formas

vegetativas de bacterias, incluyendo M. tuberculosis, hongos y virus. Pero no
necesariamente las esporas bacterianas. Suelen denominarse tuberculicidas.
Algunos agentes son: compuestos clorados (por ejemplo: hipoclorito de sodio),

iodados (iodoforos y alcohol iodado), fendlicos, alcoholes, clorhexidina. * 2% 34

Desinfeccion de Bajo Nivel: proceso por medio del cual se elimina la mayoria

de las bacterias, algunos virus y algunos hongos, pero no necesariamente
microorganismos resistentes como el bacilo de la tuberculosis o esporas

bacterianas, por ejemplo; compuestos de amonios cuaternario y mercuriales.®
24, 34



1.2.4 Clasificacion de Spaulding

En 1968, Earl Spaulding establecié el primer criterio para la desinfeccion con el
objetivo de racionalizar las indicaciones del procesamiento de los materiales y
del instrumental. Spaulding considero el grado de riesgo de infeccion que existe

con el empleo de estos articulos y los clasifico de la siguiente manera; * 2% 3°

Areas Criticas: son areas donde se efecttan procedimientos invasivos a los

pacientes que por su condicién estdn expuestos a contraer una infeccién, y
donde se lava material contaminado, por lo que deben ser siempre estériles.
Entre estas areas pueden citarse: quiréfanos, salas de endoscopia, unidades

de cuidado intensivo, unidades de quemados, entre otras.

Areas Semi-Criticas: en estas areas los pacientes pueden permanecer largos

periodos o de manera transitoria. Durante su estancia puede tener contacto con
elementos y mobiliario por medio de la piel intacta. Incluye salas de
hospitalizacion, consultorios de urgencias, los cuartos de observacion, etc. Es
aconsejable una desinfeccion de alto nivel, siempre posterior a un cuidadoso

lavado con agua y detergente.

Areas No Criticas 0 Generales: alli las personas estan de paso y no tienen

contacto directo con los elementos hospitalarios. Entre dichas &reas pueden
situarse los consultorios médicos, las salas de espera, los depdsitos de
medicamentos, los servicios sanitarios, los ascensores, las salas de fisioterapia
y las centrales de enfermeria, entre otras. Se encuentra en contacto con la piel
sana pero no con las mucosas. En condiciones normales poseen poca
posibilidad de producir infecciones. Sin embargo, pueden funcionar como
“vectores mecanicos” transfieren gérmenes de un paciente a otro, lo que
favorece la aparicion de infecciones cruzadas, mas graves en el caso de

pacientes inmunodeprimidos.



1.3 Mecanismos de accién de los agentes desinfectantes
Los desinfectantes intervienen en algunas etapas de la vida microbiana. Los

mecanismos de accién son complejos, pueden ejercer principalmente sobre

una funcidén, comprometiéndose luego otra, algunas veces reversibles y otras

irreversibles. Dentro de los principales se encuentran: 2 3% 44

» Dairio de la pared celular, llevando a los microorganismos a la lisis.
» Alteracion de la permeabilidad de la membrana citoplasmaética,
impidiendo el transporte selectivo de nutrientes al interior de la célula

bacteriana.

» Alteracion de la naturaleza coloidal del citoplasma, desnaturalizandola o
coagulandola.

> Inhibiciéon de la accidén enzimatica.

» Formacion de antimetabolitos.

> Inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos.



1.4 Clasificacion de los desinfectantes’

Todos los dias usamos agentes quimicos para controlar o eliminar el

crecimiento microbiano: detergentes y jabones para el cuerpo y la ropa,

cloracién de las aguas potables, antisépticos para la piel y el tratamiento de

heridas, desinfectantes para tratar superficies en la industria y laboratorios.

Tabla No.1 Clasificacion General de los Desinfectantes.

3,4,9

12-14, 17, 22, 27- 29, 35, 36, 41

Entidad Quimica

Clasificacion

Ejemplo

Aldehidos

Alcoholes

Agente Esporicida
de

antiséptico 'y

Desinfectante uso
general,

agente antiviral.

Formaldehido 36.5%
Glutaraldehido al 2%
Alcohol
» Isopropilico al 70%
» Etanol al 70%

Cloro e hipoclorito de

Agente esporicida.

Hipoclorito de sodio al

sodio 0.5%.
Fenoles Desinfectante  de  uso | 500 g por g de clorocresol,
general. 500 pg por gramo de
cloroxilenol.
Ozono Agente esporicida. 8% de gas en peso.

Peréxido de hidrégeno

Esterilizante de fase de
vapor, agente esporicida

liquido, antiséptico.

4 ug por g de H,O, vapor,
solucion del 10% al 25%,

solucién al 3%.

Diguanidas sustituidas

Agente antiséptico.

Gluconato de clorhexidina
al 0.5%.

Acido peracético

Esterilizante liquido,

esterilizante de fase vapor.

Acido peracético al 0.2%, 1

Mg por g acido peracético.

Oxido de etileno

Esterilizante de fase de

600 pg por g Oxido de

vapor. etileno.
Compuestos de amonio | Desinfectante de  uso | 200 pg por g cloruro de
cuaternario general y antiséptico. benzalconio.
B—Propiolactona Agente esporicida. 100 pg por g B-

Propiolactona




1.5 SOLUCIONES ELECTROLIZADAS

Las soluciones electrolizadas han sido una alternativa en el campo de la
desinfeccidon desde hace aproximadamente tres décadas, lamentablemente
tenia caracteristicas fisico — quimicas que las hacian una opcidon sumamente
inapropiada debido a su pH, el cual era acido o alcalino; su estabilidad no iba

mas all4 de las 24 horas y su toxicidad era alta.

Debido a todos estos inconvenientes, su campo de aplicacion se vio limitado a
la desinfeccién de algunas aéreas, pero a pesar de tales desventajas poseian
una elevada capacidad desinfectante e incluso son catalogadas como
desinfectantes de alto nivel, motivo por el cual se le dio la continuidad a las

investigaciones sobre el desarrollo de dichas soluciones.

A partir de 1996 fueron descritas como soluciones electrolizadas de
superoxidacion (SES) de pH neutro por Tanaka, confiriéndoles ya no solo su
alta capacidad desinfectante, sino ademas un pH de 6.4 — 7.5, lo que las
acerca a la neutralidad, una estabilidad aproximada de 18 meses bajo

condiciones ambientales normales y una completa atoxicidad.

Dichas soluciones han demostrado ser efectivas en el manejo de diversas
heridas asi como la desinfeccibn de é&reas o instrumental quirdrgico. Su
espectro microbicida es amplio y efectivo contra gran variedad de bacterias,
hongos, virus y micobacterias, eliminandolos de manera rapida. Ademas el uso
clinico de estas soluciones ha demostrado su eficacia y seguridad asi como su
potencia al mantener los tejidos libres de infeccion, pero también se ha
sugerido que algunas de éstas pueden tener un efecto sinérgico relacionado

con la modulacién de procesos inflamatorios y de cicatrizacién. 2+ % 4°
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1.5.1 Produccion

Es un proceso sencillo, ya que son desarrolladas a partir de agua comun y sal
(NaCl). A nivel industrial, en este caso el agua de la llave es purificada a través
de osmosis inversa afadiéndole una solucion saturada de cloruro de sodio
grado reactivo, sometiéndola a un proceso de electrolisis controlada
(pardmetros estrictos de voltaje y carga de corriente) para la generacion de
iones, que son posteriormente ordenados por medio de un proceso de
electro-dialisis bipolar, y se seleccionan a través de un proceso de
electro-dialisis inducido (selectividad i6nica) con el que se consiguen iones
controlados y estables. Al final de este proceso se realiza una concentracion
controlada de voliumenes obteniendo la neutralidad del pH. La ventaja de estos

procesos es que resulta una solucion con un pH neutro de 6.4 a 7.5, una

estabilidad mayor ante condiciones ambientales con rangos de iones dentro de
2,18

estandares conocidos y permitidos.

Cathode (-)

Catlon-Transfer
Membrane
Demineralized
Product
Anlon-Transfer
Membrane

Ct JConcentrate

——— Catlon-Transfer

= @ 3 ‘ " Membrane
® oY
:

Figura 1. Esquema representativo de la produccién de SES, a través de

Anode (+)

carga eléctrica y membranas de transferencia.
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1.5.2 Mecanismo de Accidon

Las SES tiene efecto de oxidacion de los grupos sulfidrilo (-SH) y aminoacidos
de la pared y la membrana bacteriana provocando el rompimiento, afectando el
proceso de respiracion y nutricion de los microorganismos, produciéndose
oxidacion de los componentes respiratorios, inhibicion en la sintesis de
proteinas, alteracién en la energia (adenosin fosfato), rompimiento de las
cadenas de RNA y represion en la sintesis de moléculas del metabolismo

celular. & 130

Gram (+) Gram (-)

Proteina canal

Carbohidrato
(proteina, de transporte) Madia extracelular

Cabezas hidréfilicas

'''''''' Glicoproteina

eEANS \\\m)nf)ﬁ\\nﬁﬂﬁ\?ﬂﬂ f){){) N0 nﬂ\){-) Bicapa de
(RANING s WI000SG A H“ufsf\%ﬁ‘, WHigtN /e

Proteina integral fosfollpldo
{proteina globular] Proteina de superficie

Glicolipido

> : Proteina-integral Colas hidrofébicas
Proteina periférica Filamentos del (proteina en alfa-hélice)

citoesqueleto citoplasma

Figura 2. Representacion esquematica de la membrana celular bacteriana y la pared de Gram (+) a la izquierda
y Gram (-) a la derecha, nétese la diferencia en el espesor del péptidoglicano (color azul) en ambas bacterias,
ademas de membrana externa en la Gram (-).
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2. OBJETIVO GENERAL.

Determinar el efecto bactericida de la solucion electrolizada de superoxidacion
(SES) con pH neutro, utilizando las siguientes variables concentracion,
temperatura, tiempo de exposicion en contra de Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

2.1. OBJETIVOS PARTICULARES.

e Aprender el funcionamiento de un sistema automatizado (Vitek 2) de
identificacion bacteriana utilizando las bacterias: Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

e Realizar ensayos SES - bacteria a diversas concentraciones de la solucion.

e Determinar el efecto inhibitorio de la SES utilizando distintos tiempos de

exposicion.

e Evidenciar si a distintas temperaturas (ambiente, 37° C y 4°C) existe

diferencia en el efecto de la SES.

e Determinar la dilucién adecuada de uso de la SES utilizando la técnica del

coeficiente fendlico.

e Emplear el método de Mosmann para evidenciar el efecto bactericida de

SES en las bacterias antes mencionadas.

e Evidenciar por Microscopia Electrénica de Transmision (MET) los probables

cambios estructurales producidos por la SES.

13



3. JUSTIFICACION.

Actualmente la desinfeccion se considera un proceso utilizado como elemento
de prevencion en hogares, hospitales, laboratorios, industria farmacéutica y
alimenticia, interviniendo como elemento de ruptura o barrera de la cadena de

transmision de los agentes bioldgicos.

Los desinfectantes quimicos en general han sido de los méas usados hace
décadas, pero actualmente se ha investigado y encontrado que algunos

presentan alta toxidad, sin embargo su efectividad no es cuestionable.

Por este motivo las soluciones electrolizadas han sido una alternativa en el
campo de la desinfeccién desde hace aproximadamente tres décadas, pero
lamentablemente su estabilidad no iba méas alla de las 24 horas. Debido a esto
se le dio la continuidad a las investigaciones sobre el desarrollo de dichas

soluciones, ya que presentan propiedades atoxicas para el humano.

Es por ello que el trabajo se enfoca en evaluar la eficacia bactericida,
determinando la dilucion adecuada, tiempos de exposicion necesarios y
temperatura ideal para realizar la desinfeccién con dicha solucién, ya que
puede ser un producto innovador y competitivo en el mercado de los

desinfectantes.

Tomando como referencia Normas Mexicanas (NMX — BB — 040 — SCFI —
1999) y meétodos internacionales (AOAC, 2000), que en todos los casos
evallan por conteo colonial de manera visible o por turbidez y/o nitidez siendo

esta una lectura cuestionable.
Por tal razon estamos proponiendo la implementacion del método de Mossman

el cual utiliza una lectura espectrofotométrica, mucho mas exacta. Por lo tanto

la mejora en lectura hace la técnica mas confiable y precisa.

14



4. HIPOTESIS.

Si la Solucién de Superoxidacion con pH Neutro a diferentes concentraciones,
tiempo, temperatura y en cuatro bacterias diferentes, tiene efecto bactericida,

entonces compite y supera a otros desinfectantes por sus cualidades atoxicas.

15



5. MATERIALES.

5.1 Material

» Mechero Bunsen

» Asas Bacteriologicas

» Portaobjetos

» Espatula

» Balanza granataria

» Gradilla

> Matraz Erlen Meyer de 250, 500 y 1000m| (KIMAX®)

> Probeta graduada de 250 y 500 ml (KIMAX®)

» Escala segun Mc Farland

> Tubos de ensaye con tapén de rosca estériles de 13 x 100 (PYREX®)
» Pipetas graduadas desechables estériles de 5y 10 ml

> Micropipeta de 100pl (BIOHIT Proline®)

> Micropipeta Multicanal de 10 — 300p! (BIOHIT Proline®)

» Puntas amarillas para micropipeta estériles

> Cajas Petri estériles desechables (S y M Laboratorios®)

» Placas de Cultivo Celular de 96 pocillos fondo plano con tapa

(MICROTEST™)

5.2 Material Biolégico

>

Cepas bacterianas: Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa

5.3 Medios de Cultivo

vV V.V V V VY

Agar Sales Manitol (BIOXON)

Agar Sangre (BIOXON)

EMB (BIOXON)

Cetrimida (BIOXON)

Agar — Agar purificado y exento de inhibidores (DIBICO)

Caldo Cerebro Corazoén segun Rosenow (BIOXON)
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5.4 Equipos

Autoclave

Microscopio 6ptico ( ZEIZZ modelo Axion Lab Al)

Estufa bacteriologica (RIOSSA)

Refrigerador (Pfizer)

Campana de Flujo Laminar Vertical y Horizontal (ORGOS)
Previ Color Gram (BIOMERIERUX)

Vitek 2 (BIOMERIERUX)

DensiCHEK plus (BIOMERIERUX)

vV V V V V V V V

5.5 Soluciones

» Agua destilada

» Solucién Salina Fisiolégica Estéril (.85%)

» Solucion Electrolizada de Superoxidaciéon con pH Neutro de 60 ppm de
HCIO

5.6 Reactivos

Cristal violeta (bioMérieux®)

Lugol (bioMérieux®)

Alcohol-acetona

Safranina (bioMérieux®)

Aceite de inmersion

Perdxido de hidrégeno 3%

Discos para prueba de oxidasa (BIO RAD)
MTT (SIGMA)

VvV V.V V V VYV V V¥V
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6. METODOLOGIA

6.1 Obtencion de cepas.

Las cepas fueron proporcionadas por el laboratorio 10 de Posgrado de la

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, procedentes de muestras

hospitalarias.

Cepas:

» Staphylococcus aureus
» Streptococcus faecalis
» Escherichia coli

» Pseudomonas aeruginosa

6.2 Corroboracion de las Cepas

Las cepas fueron cultivadas en Agares Selectivos (Agar Sales y Manitol,
Agar Sangre, Eosina Azul de Metileno y Cetrimida respectivamente) a 37°
C durante 24hrs.

Para comprobar si la cepa estaba pura se realizo frotis y tincion de Gram,
posteriormente se sembré en agar BHI y se incubo a 37° C durante 24hrs.
Transcurrido el tiempo de incubacion la cepa se estandarizo al 0.5 de la
escala de McFarland en SSF estéril, empleando el equipo DensiCHEK

plus, sometiendo el estandar en el sistema Vitek 2.

-

Figura 3. Vitek 2.

Todo el procedimiento se realizo en condiciones de esterilidad, incluyendo el
material utilizado.
Para cada uno de los siguientes ensayos se ocuparon las cepas sembradas

en agar BHI con una incubacién de 37° C por 24hrs.
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6.3 Ensayos de la SES concentrada a distintos tiempos en tubo

e Para realizar el ensayo se estandarizo con cada cepa al 0.5 de la escala de
Mc Farland con SES concentrado, ocupando el equipo DensiCHEK plus.

e Se mezclo con vortex perfectamente y se dejo actuar la SES con cada cepa
por un tiempo de 30 segundos, 5, 10 y 15 minutos.

e Se tomo una alicuota de 100 ul en cada tiempo transcurrido y se inoculo en
tubos con medio BHI, incubandose a 37° C por 24hrs.

e Después de 24hrs. de incubacion se observaron los tubos y se realizaron

lecturas visuales.

6.4 Ensayos de la SES a distintas diluciones y tiempos en tubo

e Se prepararon una serie de diluciones dobles seriadas de la solucion en

estudio:
1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32y 1/64

e A cada dilucion se le realizo directamente la estandarizacion con cada
cepa, al 0.5 de la escala de Mc Farland con ayuda del equipo DensiCHEK
plus.

e Se mezclo con vortex perfectamente y se dejo actuar con cada dilucion y
cepa por un tiempo de 30 segundos, 5, 10 y 15 minutos

e Se tomo una alicuota de 100 pl en cada tiempo transcurrido y se inoculo en
tubos con medio BHI, incubandose a 37° C por 24hrs.

e Después de 24hrs. de incubacion se observaron los tubos y se realizaron

lecturas visuales.
6.5 Ensayos SES concentrada a distintas temperaturas y tiempos en tubo
e La SES concentrada previamente se sometid a distintas temperaturas: 5,
25 y 37°C.

e Se estandarizo con cada cepa al 0.5 de la escala de Mc Farland con SES

concentrado, ocupando el equipo DensiCHEK plus.
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e Se mezclo con vortex perfectamente y se dejo actuar la SES con cada

cepa por un tiempo de 30 segundos, 5, 10 y 15 minutos.

e Se tomo una alicuota de 100 pl en cada tiempo transcurrido y se inoculo en

tubos con medio BHI, incubandose a 37° C por 24hrs.

e Después de 24hrs. de incubacion se observaron los tubos y se realizaron

lecturas visuales.

Nota: La SES fue conservada en la temperatura de estudio durante y después

de la estandarizacion.

6.6 Técnica del Coeficiente Fendlico

e Se preparo una serie de tubos conteniendo cada uno 5 ml de diferentes
diluciones porcentuales de la SES (Tabla No 2).

Tabla No. 2 Técnica usada para la realizacién de las diluciones de la SES.

% de conc. ml de SES ml de H,O Vol. Total
20 1 4.0 5ml
19 0.950 4.05 5mil
18 0.90 4.10 5 ml
17 0.85 4.15 5ml
16 0.80 4.20 5ml
15 0.75 4.25 5 ml
14 0.70 4.30 5ml
13 0.65 4.35 5 ml
12 0.60 4.40 5ml
11 0.55 4.45 5 ml
10 0.50 4.50 5 ml
9 0.45 455 5ml
8 0.40 4.60 5 ml
7 0.35 4.65 5 mil
6 0.30 4.70 5 ml
5 0.25 4.75 5 ml
4 0.20 4.80 5 ml
3 0.15 4.85 5 ml
2 0.10 4.90 5mil
1 0.05 4.95 5 ml
0 0 5 5 mil
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e A la vez se preparo una segunda serie de tubos que contenian diferentes

diluciones de fenol.

Tabla No. 3 Técnica usada para la realizacion de las diluciones del Fenol.

% de conc. ml de Fenol ml de H,O Vol. Total
20 2 3.0 5ml
19 1.9 3.1 5 ml
18 1.8 3.2 5ml
17 1.7 3.3 5ml
16 1.6 3.4 5 ml
15 1.5 3.5 5ml
14 1.4 3.6 5ml
13 1.3 3.7 5ml
12 1.2 3.8 5ml
11 1.1 3.9 5ml
10 1.0 4.0 5ml
9 0.9 4.1 5ml
8 0.8 4.2 5mil
7 0.7 4.3 5ml
6 0.6 4.4 5mil
5 0.5 4.5 5ml
4 0.4 4.6 5ml
3 0.3 4.7 5ml
2 0.2 4.8 5 ml
1 0.1 4.9 5ml
0 0 5 5 ml

e Cada tubo de las dos series se inocula con 0,5 ml de un cultivo de 24 horas
del microorganismo utilizado como prueba (cepa de Staphylococcus
aureus), previamente estandarizado al 0.5 del Nefeldmetro de Mc Farland.

e Alos 5, 10 y 15 minutos se recogio una alicuota de cada tubo, en seguida
se inoculo en otro tubo que contenia medio de cultivo estéril (BHI).

e Estos tubos inoculados se incubaron durante 24 a 48 horas y se observo el
crecimiento del microorganismo (aparicién de turbidez).

e La mayor dilucién del desinfectante que mate a los microorganismos en 10
minutos pero no los mate en 5 minutos se divide por la dilucion mayor de

fenol que dé los mismos resultados.

Madxima dilucién del desinfectante que inhiba en 5 min pero no en 10 min.

CF.=
Maxima dilucién del Fenol que inhiba en 5 min pero no en 10 min.

e El nimero obtenido es el coeficiente fendlico de ese desinfectante.

Nota: El fenol al inicio esta preparado al 50%.
21



6.7Dilucién en Placa

e Cada dilucion de la SES se realizo cuatro veces en una placa de 96 pozos
fondo plano, donde cada columna representa una dilucion y cada fila una
duplicacién de la solucion. Cabe destacar que la placa se dividié en cuatro
ensayos diferentes, de la columna 1 — 6 es una serie de diluciones dobles y
un ensayo con una sola bacteria, de la fila “A” — “D” las diluciones fueron
con SSF estéril; de la fila “E” — “H” las diluciones se realizaron con agua
destilada estéril.

e Se colocaron 100pl de SSF estéril de la columna 2 - 6 y fila “A” — “D” y
100ul de agua destilada estéril en las filas “E” — “H”.

e Después se colocaron 100ul de la SES en todas las filas de la columna 1y
2.

e A partir de la columna 2 se tomo 100ul de la dilucién, transfiriendo a la
columna 3, se mezclo y se realizo sucesivamente en las siguientes
columnas hasta la columna 6, en donde se desecharon los ultimos 100pl.

e Posteriormente se adiciono 100ul de la bacteria previamente estandarizada
al 0.5 de la escala de Mc Farland con SSF estéril en las columnas donde
se realizaron las diluciones en todas las filas.

e A partir de que se adiciono 100ul de la bacteria estandarizada se dejo
actuar la SES con las distintas cepas por un tiempo de 30 segundos, 5, 10
y 15 minutos

e Se detuvo la reaccion adicionando a cada pozo 100ul de caldo BHI.

e Incubar la placa a 37° C por 24hrs.

e Pasado el tiempo de incubacion se agrego a toda la placa 5ul del reactivo
MTT, el cual presenta un color amatrillo.

e Se incubo nuevamente la placa a 37° C por 15 minutos.

e Al cabo de este tiempo se realizaron las lecturas visuales vy
espectrofotométricas.

NOTA: a partir de los paso 1 al 5 se realizaran de la misma manera pero en las

columnas 7 — 12.
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7. RESULTADOS

7.1 ldentificacion de las bacterias

Con respecto a la identificacion de las bacterias empleadas en este trabajo, se
manejaron cepas aisladas de casos clinicos, las cuales se sometieron al
sistema Vitek 2 (ver informes a continuacion).

LABORATORIO ESTERIPHARMA

N° de cliente: 7277 Informe de examen Editado 13-jul-2011 11:38 CST
“quipo N° Editado por: Lmendoza
Nombre del paciente: Cepas referencia N paciente: 0155-11

Examen: 0156-11-1

Bionamero: 010402062763231
Organismo seleccionado: Staphylococcus aureus

Comentarios:

. N° de ) 15-0ct-2012 12:00
Informacién de Tarjeta: GP lote: 242213240 |Fecha caduc.: csT
identificaciéon . . 294un-2011 17:23 - Tiempo de

Finalizado: CST Estado: Final anilisls: 4,00 horas
. % P il
Orgamsmo 99% Probabilidad Staphylococcus aureus
H 2 . Nivel de Identificacion
seleccionado Bionimero: 010402062763231 i e s
Organismo
SRF
Organismos de analisis y pruebas a separar:
Mensajes andlisis:
Perfil(es) tipico(s) contraindicante(s)
Detalles bioquimicos
2 AMY - |4 PIPLC - |5 dXYL - |8 |ADH1 + |9 |BGAL - |11 JAGLU
13 |APPA - |14 |CDEX - |15 |AspA - |16 |BGAR - |17 |AMAN - |18 |PHOS +
20 |LeuA - |23 [ProA - |24 [BGURr - [25 JAGAL - |26 |PyrA + |27 |BGUR -
28 |AlaA - |29 |[TyrA - |30 |dSOR - |31 |URE - |32 [POLYB + |37 [dGAL +
38 |dRIB - |38 [ILATK + |42 [LAC - |44 |NAG + |45 [dMAL + [46 |BACI +
47 |[NOVO - |50 |[NC6&.5 + |52 |[dMAN + |53 |dMNE + |54 [MBdG + |56 |PUL -
57 |dRAF - |58 |O126R + |59 [SAL - |60 |SAC + |62 |dTRE + |63 |ADH2s -
64 [oPTO_ |+ [
Accion Nombre (ID de usuario) Fecha/Hora Comentario
Revisado por: (vlopez) 30-jun-2011 09:12 CST
Version instalada de VITEK 2 Systems: 04.02
Guia de interpretacion de CMI Guia de interpretacion terapéutica
Nombre de juego de parametros de AES Ultima modificacion de parametros de AES
Pagina 1 de 1
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LABORATORIQ ESTERIPHARMA

N° de cliente: 7277 Informe de examen Editado 13-jul-2011 11:40 CST
“quipo N° Editado por: Lmendoza
Nombre del paciente: Cepas referencia N° paciente: 0155-11

Examen: 0161-11-1

Bionumero: 114002721773471
Organismo seleccionado: Enterococcus faecalis

E 5 i N° de . 15-0ct-2012 12:00
Informacion _dB Tarjeta: GP lote: 242213240 |Fecha caduc.: csT
identificacién . 24-un-2011 18:06 = e Tiempo de
' - |Finalizado: csT Estado: Final lanalisis: 6,00 horas

" % i
Organlsmo 89% Probabilidad Enterococcus faoclllsm s

= = . vel de : .
seleccionado Bionamero: 114002721773471 confianza: Identificacion buena
|0mmilmo
SRF

Organismos de analisis y pruebas a separar:

Mensajes andlisis:

Perfil(es) tipico(s) indi (s)
Enterococcus faecalis LeuA(79),CDEX(96),AGLU(83),0129R(99),

Detalles bioquimicos

2 |AMY + |4 |PIPLC - |5 |dXYL - |8 IADH1 + |9 |BGAL - |11 |AGLU -
13 |APPA - |14 |CDEX - |15 |AspA + |16 |BGAR - |17 |AMAN - [19 [PHOS -
20 |LeuA - |23 [ProA - |24 |BGURr - |25 |AGAL - |26 |PyrA + |27 |BGUR -
28 |AlaA + |29 |TyrA + |30 |dSOR + |31 |URE - |32 |POLYB + |37 |dGAL -
38 |dRIB + [39 [ILATK - |42 |LAC - |44 |NAG + |45 |dMAL + |46 |BACI +
47 |NOVO + [50 [NC6.5 + |52 |dMAN + |53 [dMNE + |54 |MBdG + |56 |PUL -
|57 |dRAF - |58 |O129R - |59 |SAL + |60 |[SAC + |62 |dTRE + |63 |ADH2s +
[4 JorTo |+ | |

Accién Nombre (ID de usuario) Fecha/Hora Comentario

Revisado por: {Lmendoza) 27-jun-2011 08:53 CST

Version instalada de VITEK 2 Systems: 04,02

Guia de interpretacion de CMI ) Guia de interpretacion terapéutica:

Nombre de juego de parametros de AES: Ultima modificaciéon de parametros de AES:

Pagina 1 de 1

24



N° de cliente: 7277
=quipo N®

Nombre del paciente: Cepas referencia
Examen: 0160-11-1

LABORATORIO ESTERIPHARMA

Informe de examen Editado 13-jul-2011 11:39 CST
Editado por: Lmendoza

N paciente: 0155-11

Bionumero: 0405610450420811
Organismo seleccionado: Escherichia cali

Comentarios:

Infom'laclén e Tarjeta:  GN I'::,’ 241193940 |Fecha caduc.: g‘;’b"zm 1200
identificacion Finalizado: g‘s"T””'zu” 1609 (eqtado:  Final Ziﬁ'ﬁf'«;:“ 4,00 horas
Organismo 99% Probabilidad Escherichia coli o -

. . . ivel lentificacion
seleccionado Bionumero: 0405610450420611 Eifiayns anchiania
Organismo
SRF
Organismos de analisis y pruebas a separar:

IMansajes analisis:

'Perﬂl(u) tipico(s) contraindicante(s)

Detalles bioquimicos

2 |APPA - |3 |ADO - |4 |PyrA - |5 |IARL - |7 |dCEL - |9 |BGAL +
10 |H28 - |11 |BNAG - |12 |AGLTp - |13 [dGLU + [14 |GGT - |15 |OFF +
17 [BGLU - |18 |dMAL + [19 |dMAN + |20 |[dMNE + (21 |BXYL - |22 |[BAlap -
23 |ProA - |26 |LIP 27 |PLE - (20 |TyrA - (31 JURE - |32 |dSOR +
33 |SAC + [34 [dTAG 35 |dTRE + [38 |CIT - |37 |MNT - |39 |[5KG -
40 |ILATK - |41 |AGLU 42 |SUCT + |43 |NAGA - |44 |AGAL + |45 |PHOS -
46  |GlyA - |47 [ODC 48 |LDC - |53 [IHISa - |56 |CMT + |57 |BGUR +
58 |O128R + |59 |GGAA 61 |[IMLTa - |62 [ELLM + |64 |[ILATa -

Accion Nombre (ID de usuario) Fecha/Hora Comentario

Revisado por: (Lmendoza)

27-jun-2011 08:53 CST

Version instalada de VITEK 2 Systems: 04.02

Guia de interpretacion de CMI:
Nombre de juego de parametros de AES:

‘ Guia de interpretacién terapéutica:
Ultima modificacion de parametros de AES:

Pagina 1 de 1
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LABORATORIO ESTERIPHARMA

N° de cliente: 7277 Informe de examen Editado 13-jul-2011 11:40 CST
Zquipo N Editado por: Lmendoza
Nombre del paciente: Cepas referencia N° paciente: 0155-11

Examen: 0162-11-1

Bionimero: 0003043201500040
QOrganismo seleccionado: Pseudomonas aeruginosa

Comentarios:
N° de 05-abr-2012 12:00
Informacion de Tarjeta: GN lote: 241193940 |Fecha caduc.: csT
identificacion . 24-un-2011 17:05 . Tiempo de
Finalizado: csT Estado: Final ahkiais: 5,00 horas

- 9 il il
Org anismo 99% Probabilidad Pseudomonas urugln:iu .

. - 3 vel de Identificacién
lsefecctonado Bionimero: 0003043201500040 F axcaieriis
Organismo
SRF
Organismos de anélisis y pruebas a separar:

Mensajes analisis:

Perfil(es) tipico(s) contraindicante(s)

Detalles bioquimicos

2 APPA o ADO - |4 PyrA - |5 IARL - |7 dCEL - 9 ]BGAL -
10 |H2S - [11  |BNAG - |12 |AGLTp - (13 |dGLU + [14 |GGT + 15 IOFF -
17 |BGLU - |18 |dMAL - |19 |[dMAN - |20 |dMNE - |21 [BXYL - 22 |BAlap +
23 |ProA + |26 |LIP + |27 |PLE - |29 |TyrA - |31 JURE (+) |32 |dSOR -
33 [SAC - |34 |[dTAG - |35 |dTRE - |36 |CIT + |37 |MNT - 39 [5KG -
40 |ILATK + |41 |AGLU - |42 |SUCT + |43 |NAGA - |44 |AGAL - 45 |PHOS -
46 |GIyA - |47 |ODC - |48 |LDC - |63 |IHISa - |56 |CMT - 57 |BGUR -
[s8 Jo129R - |59 Jecaa |- [e1 [mLTa + |62 [ELLM - |64 Jata |-

Accion Nombre (ID de usuario) Fecha/Hora Comentario

Revisado por: (Lmendoza) 27-jun-2011 08:53 CST
Version instalada de VITEK 2 Systems: 04.02
Guia de interpretacion de CMI. i Guia de interpretacion terapéutica:
Nombre de juego de parametros de AES: Ultima modificacién de parametros de AES:

Pagina 1 de 1

26




7.2 Diluciones en tubo de la SES a diferentes tiempos

Tabla No. 4 Resultados de SES a diferentes concentraciones y tiempos con Staphylococcus
aureus, Streptococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa.

Bacteria Dilucion/ ppm 30 segq. 5 min 10 min | 15 min
Conc. /60 + - - -
1:2/30 + - - -
1:4/15 + + + -
Staphylococcus 1:8/75 + + + +
aureus 1:16/3.75 + + + +
1:32/1.875 + + + +
1:64/0.9375 + + + +
Conc. /60 - - - -
1:2/30 - - - -
Streptococcus 1:4/15 + + - -
faecalis 1:8/7.5 + + + +
1:16/3.75 + + + +
1:32/1.875 + + + +
1:64/0.9375 + + + +
Conc. /60 - - - -
1:2/30 - - - -
o _ 1:4/15 + + + -
Escherichia coli 1:8/7.5 + + + +
1:16/3.75 + + + +
1:32/1.875 + + + +
1:64/0.9375 + + + +
Conc. /60 - - - -
1:2/30 + - . -
Pseudomonas 1:4/15 + + + -
aeruginosa 1:8/7.5 + + + +
1:16/3.75 + + + +
1:32/1.875 + + + +
1:64/0.9375 + + + +
Nota

( +) Existe desarrollo bacteriano

(-) No Existe desarrollo bacteriano

27



Foto 1. Resultado Staphylococcus aureus y SES de 60 ppm.

Foto 2. Resultado St. faecalis y SES de 60 ppm. Foto 3. Resultado E. coli y SES de 60 ppm.

Foto 4. Resultado P. aeruginosay SES de 60 ppm.
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7.3 Temperatura de la SES a diferentes tiempos

Tabla No. 5 Resultados de la SES concentrado a diferentes temperaturas (25, 37 y 5°C) y
tiempos con Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa.

Bacteria Temperatura 30 seg 5 min 10 min | 15 min
Staphylococcus Ambiente + - - -
aureus 37°C + - - -
5°C + + + +
Streptococcus Ambiente - - - -
faecalis 37°C - - - -
5°C + + + -
Ambiente - - - -
Escherichia coli 37°C - - - -
5°C + + + +
Pseudomonas Ambiente - - - -
aeruginosa 37°C - - - -
5°C + + - -

Nota

( +) Existe desarrollo bacteriano

(-) No Existe desarrollo bacteriano

Foto 5. Resultado Staphylococcus aureus y SES de Foto 6. Resultado St. faecalis y SES de
60 ppma 37°C. 60 ppma 37°C.

Foto 7. Resultado E. coli y SES de 60 ppma 37°C. Foto 8. Resultado P. aeruginosay SES de 60
29 ppm a 37°C.



Foto 9. Resultado Staphylococcus aureus y Foto 10. Resultado St. faecalis y SES de 60
SES de 60 ppma5°C. pomab5°C.

Foto 11. Resultado E. coli y SES de 60 ppma5°C. Foto 12. Resultado P. aeruginosa y SES
de 60 ppma5°C.
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7.4 Coeficiente Fendlico

Tabla No. 6 Resultados del indice fendlico de la SES con Staphylococcus aureus a diferentes

tiempos.

Solucion electrolizada de
superoxidacion con pH neutro

Fenol

% de conc.

5 min

10 min

15 min

10 min

20

19

18

17

16

15

-
SN

olr|Nw|~u|o|Nlelo 5B

e o o I o o o o o o o o o R

e o o o o o o o o T I P

e I o I o o o o o o ol o R

Nota

( +) Existe desarrollo bacteriano

(-) No Existe desarrollo bacteriano
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15% =9 ppm

Foto 13 Ensayo de coeficiente fendlico con SES de 60 ppm y Staphylococcus aureus. La flecha
indica la dilucién mas alta que inhibe a los 5 minutos.

Foto 14. Ensayo de coeficiente fendlico con SES de 60 ppm y Staphylococcus aureus. La flecha
indica la dilucién mas alta que inhibe a los 10 minutos.

13% =7.8 ppm

Foto 15. Ensayo de coeficiente fenélico con SES de 60 ppm y Staphylococcus aureus. La flecha
indica la dilucién mas alta que inhibe a los 15 minutos.
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3%

Foto 16. Ensayo de coeficiente fenodlico y Staphylococcus aureus. La flecha indica la dilucion méas alta que inhibe a los 5
minutos.

2%

Foto 17. Ensayo de coeficiente fendlico y Staphylococcus aureus. La flecha indica la dilucion mas alta que inhibe a los
10minutos.

2%

Foto 18. Ensayo de coeficiente fendlico y Staphylococcus aureus. La flecha indica la dilucién mas alta que inhibe a los 15 minutos.
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7.5 Técnica Colorimétrica de Mosmann

T ——

] 12 1.4 1:8 1:16 1:32 [] 1:2 1:4 1.8 1:16 1:32 ] 12 14 1.8 1:16 1:32 [] 1:2 1.4 1.8 1:16 1:32

Foto 19. Efecto de la SES en Staphylococcus aureus Foto 20. Efecto de la SES en Staphylococcus aureus
evidenciado por el método de Mosmann a 30 seg. y 5 min, evidenciado por el método de Mosmann a 10 y 15 min,
izquierdo y derecho respectivamente. Nétese que no existe izquierdo y derecho respectivamente. Nétese que no existe
diferencia en cuanto al tiempo. diferencia en cuanto al tiempo.

Ensayo de la actividad bactericida de la SES
en Staphylococcus aureus

_

/

3
25 H 30seg
B 5min

<
O 2 = 10min
g
2 15 M 15min
(@)
[72]
)
< 1

0.5

60 30 15 7.5 3.75 1.875

CONCENTRACION ppm

Grafico No. 1 Determinacion de la MIC, de la SES en Staphylococcus aureus a diferentes
concentraciones. Obsérvese que hasta 15 ppm, el desarrollo de la bacteria es inhibido.
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A |5 \ -
Efecto de la SES en Escherichia coli Foto 22. Efecto de la SES en Escherichia coli

Foto 21.
evidenciado por el método de Mosmann a 30 seg. y 5 min, evidenciado por el método de Mosmann a 10 y 15 min,
izquierdo y derecho respectivamente. Nétese que no existe izquierdo y derecho respectivamente. Nétese que no existe
diferencia en cuanto al tiempo. diferencia en cuanto al tiempo.
Ensayo de la actividad bactericida de la SES
en Escherichia coli
W 30s¢
/— M 5mi
/// m 10
3 //// m 15n
25 V/4
g /A
o 2
2
= — //
2 15
: J
a
< 1
0.5
0 "I T T T T T T 1
60 30 15 7.5 3.75 1.875
CONCENTRACION (ppm)

Grafico No. 2 Determinacién de la MIC, de la SES en Escherichia coli a diferentes
concentraciones. Obsérvese que hasta 15 ppm, el desarrollo de la bacteria es inhibido.
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1:4 1:8 1:16 1:32 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32

Foto 23. Efecto de la SES en Pseudomonas aeruginosa
evidenciado por el método de Mosmann a 30 seg. y 5 min,
izquierdo y derecho respectivamente. Nétese que no existe
diferencia en cuanto al tiempo.

Foto 24. Efecto de la SES en Pseudomonas aeruginosa
evidenciado por el método de Mosmann a 10 y 15 min,
izquierdo y derecho respectivamente. Notese que no existe
diferencia en cuanto al tiempo.

Ensayo de la actividad bactericida de la SES
en Pseudomonas aeruginosa

—
//—
3 // W 30seg
2.5 M 5min

< .
g 5 B 10min
Z M 15min
2 15
(@]
8 1
<

0.5

O 1 T T T T T

60 30 15 7.5 3.75 1.875

CONCENTRACION ppm

Gréfico No. 3 Determinacion de la MIC, de la SES en Pseudomonas aeruginosa a diferentes
concentraciones. Obsérvese que hasta 15 ppm, el desarrollo de la bacteria es inhibido.

36



7.6 Microfotografias electronicas de Streptococcus faecalis

N

Foto No. 25 Microfotografia Electrénica de Transmisién a 15000 aumentos, Streptococcus faecalis, después de un
periodo de incubacién a 37°c en BHI (Infusién Cerebro Corazén) agar, tratado con SSF estéril y tefiido con acido
fosfotlingstico. Notese la célula en proceso de division, la pared celular bien definida, sin protuberancias ni dafio
aparente y electrodensa. Se observa un poco de materia organica resultado del medio de cultivo.

N

Foto No. 26 Microfotografia Electrénica de Transmisién a 15000 aumentos, Streptococcus faecalis, después de un
periodo de incubacién a 37°c en BHI (Infusion Cerebro Corazén) agar, tratado con SES de 60 ppm y teflido con &cido
fosfotlingstico. Nétese la célula en proceso de division, la pared celular lesionada en el extremo inferior, sin definicion,
con protuberancias, dafio aparente y electrodensa.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

Con respecto a la identificacion de las bacterias usadas en este trabajo, se
sometieron al sistema automatizado Vitek 2, este sistema de identificacion
bacteriana, es automatico, rapido, confiable, con el tiempo minimo de
entrenamiento, ofrece una mayor automatizacion y aumenta la seguridad y la
eliminaciéon de las operaciones manuales repetitivas. Las bacterias que se
identificaron en este sistema, arrojaron porcentajes de certeza de 99, 89, 99 y
99%, para S. aureus, St. faecalis, E. coli y P. aeruginosa respectivamente. Para
establecer un equilibrio de las bacterias seleccionadas dos de ellas (50%)
fueron Gram (+) y dos (50%) Gram (-).

Una vez establecida la identificacion de las cuatro bacterias, fueron ensayadas
con SES de 60 ppm, debido a que se evalla la eficacia de los desinfectantes
por medio de técnicas in vitro. Este tipo de pruebas son realizadas en los
laboratorios bajo condiciones controladas como concentracion, tiempo,

temperatura, microorganismo y reproductibilidad.

En este trabajo se realizaron dos técnicas para la evaluacion de la solucion
desinfectante; Dilucién en Tubo e indice Fendlico (Test de Ridel Walter),
basandose conforme a las normas internacionales descritas que en distintos
paises se proponen como la AFNOR (Francia), AOAC (USA), DGHM

(Alemania), cuyos ensayos tienen validez.’

En el primer ensayo realizado se manejaron distintas diluciones del
desinfectante en cuatro tiempos diferentes que fueron 30 segundos, 5, 10y 15
minutos, como resultado podemos observar en la tabla No 4 que la SES
concentrada, dilucion 1:2 y dilucion 1:4 respectivamente con tiempo no mayor
de 10 minutos en tres bacterias fueron inhibidas por el efecto de la SES, sin
embargo la bacteria que tuvo un poco mas de resistencia después de 10
minutos en dilucion 1:4 fue S. aureus, debido a que esta cepa bacteriana tiene
la caracteristica de ser mas resistente a los desinfectantes en este tipo de
evaluaciones microbioldgicas, por este motivo las normas internacionales

denotan que se debe evaluar el efecto bactericida con dicha cepa.3°~ 4% 4°
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Nachén Garcia F.J. et. al., en su trabajo publicado en 2008, hace referencia a
la actividad de SES en diferentes bacterias (S. aureus, E. coli y P. aeruginosa)

encontrando que a un tiempo no mayor de 15 minutos inhibe su crecimiento.*°

Ademas en la prueba realizada a las cepas, se determinaron y controlaron dos
variables: concentracion y tiempo, las cuales pueden afectar la accion de un
desinfectante, pero sin embargo la prueba de dilucion en tubo describe que la
solucion solo va a tener efecto bactericida a una dilucién 6ptima. Por otro lado
es importante determinar el tiempo pero de igual forma evaluar la temperatura

en el que actua la SES.

Con respecto a la prueba del coeficiente fendlico, la cual compara la accion
bactericida de un determinado desinfectante frente a la del fenol y ademas esta
validad por la AOAC (Phenol Coefficient Method 955.11).° Los resultados son
expresados cualitativamente (turbidez) con cada uno de los tiempos de
exposicion, tomando en cuenta la dilucién del desinfectante y del fenol. Dicho
resultado se aplica en un ecuacién; si el numero es menor a 1 no se
recomienda la utilizacion del desinfectante por lo menos a esa concentracion
(AOAC). Tomando en cuenta todo lo anterior descrito, se obtuvo el 14% del
desinfectante y del fenol fue de 2%, aplicando la ecuacion mencionada (ver
pag. 21) se obtuvo un indice fendlico de 0.14, por lo que al desinfectante no se
debe preparar a una concentracion mayor al 14% para desinfectar.

Para comprobar el efecto de SES en las diferentes bacterias, en primera
instancia se ensayo la técnica de macro dilucion en tubo, en la cual se
necesitan volimenes en ml, encareciendo los reactivos si lo comparamos con
la técnica en microplaca que se usan microlitros (ul), donde de igual manera se
tiene mas exactitud en el pipeteo para las diluciones y que ademas permite

realizar una mayor cantidad de pruebas.
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Las pruebas de macro y Microdilucion pueden ser interpretadas por nitidez y/o
turbidez, sin embargo un método que no empleé el ojo humano es mas
confiable. Por tal razon, implementamos el método colorimétrico de Mosmann,
el cual se basa en la reduccién (violeta) del azul de tetrazolio (MTT), por efecto

6 11 indicaAndonos

de deshidrogenasas bacterianas a formazan (sal insoluble),
que el desinfectante a la dilucion 1:8 no produjo inhibicion de la bacteria
ensayada, caso contrario cuando el MTT no es reducido (amatrillo), nos indica
que la bacteria en la dilucion 1:4 del desinfectante si fue inhibida, a todo esto se
le realizo una lectura espectrofotométrica a 530 nm de A (Ver Fotos 19 — 24 y

Graficosl - 3).

En cuanto a la temperatura se detecto un pequefio cambio en la actividad del
desinfectante, siendo mejor a 25y 37 que a 5 ° C en las cuatro bacterias
probadas. No existe bibliografia reportada en cuanto a temperatura con SES
que pudiéramos comparar con nuestro trabajo, sin embargo, elevar la
temperatura en el momento de actividad de un desinfectante incrementaria su

potencia.*

Para evidenciar el dafio que produce la SES en las bacterias se hizo la Tincién
Negativa, la cual se basa en contrastar la muestra impregnandola con una sal
de un metal pesado (acido fosfotlngstico al 2%), que permite observar minimos
detalles ultraestructurales sobre un fondo oscuro; de ahi su denominacion
como técnica de “contraste negativo”, o de tincidon negativa. Los reactivos son
utilizados en esta técnica presentan las siguientes propiedades: interactian
minimamente con la muestra, son estables en la interaccion con los electrones,
son altamente solubles en agua, presentan una alta densidad que favorece el
contraste y tiene un punto alto de fusion. Ademas la muestra requiere estar
protegida con metales pesados para que soporten la interaccion de los
electrones de alta energia, deben de tener un grosor adecuado para permitir
gue los electrones sean transmitidos atreves de la muestra y asi poder tener

una imagen con una buena resolucion.

En la foto 25 se puede observar la bacteria Streptococcus faecalis tratada con
SSF estéril, la cual presenta un proceso de division, la pared celular esta bien
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definida, sin protuberancias ni dafio aparente y electrodensa. Alrededor se

observa materia organica debido al resultado del medio de cultivo.

En cambio la foto 26, la bacteria Streptococcus faecalis tratada con SES, de
igual forma presenta un proceso de division, pero en la pared celular se
observa la lesion causada por la SES. Esto demuestra el efecto que tiene dicha
solucion y que describe de manera tedrica Cabello Gutiérrez Carlos (2004),
Nachon Garcia Francisco J. (2008) y Yu — Ru Huang (2008), et. al., donde
mencionan que este tipo de soluciones tienen la capacidad de oxidar grupos
sulfidrilo (-SH) y aminoécidos de la pared bacteriana provocando el
rompimiento, por consecuencia afecta el proceso de respiracion y nutricion,
produciéndose oxidacion de los componentes respiratorios, inhibicién en la
sintesis de proteinas, alteracion en la energia (adenosin fosfato), rompimiento
de las cadenas de RNA y represibn en la sintesis de moléculas del

metabolismo celular.1® 3033 46

Por todo lo anterior discutido, creemos que es necesario seguir investigando
alrededor de las SES, ya que se pueden ampliar las técnicas; como realizar
una tincién con Bromuro de Etidio para &cidos nucleicos o Azul de Toluidina®
para membrana celular, lo cual nos permitiria evidenciar con mas exactitud los

sitios de accion de dichas soluciones.
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9. CONCLUSIONES

Se logro determinar el efecto bactericida de la SES evaluandola con
diferentes bacterias, utilizando variables de concentracion, temperatura y
tiempo de exposicion.

El sistema automatizado Vitek 2 permitié identificar las bacterias
propuestas para este estudio.

Se evaluaron las diferentes concentraciones para el efecto bactericida
de la SES encontrando que la 6ptima fue de 1:4.

Se determino que el tiempo requerido de exposicion de las SES es de
10 minutos, para tener un efecto bactericida.

Se estableci6 que la temperatura de la SES que tiene efecto bactericida
esa25y37°C.

Se compararon los resultados obtenidos en cada una de las técnicas
utilizadas (Técnica del Coeficiente Fendlico, Dilucibn en Tubo y
Mossman) para encontrar la MIC, observando entre ellas resultados
similares.

El método de Mosmann nos permitié realizar lecturas mas exactas.

El dafio que causa la SES en bacterias es a nivel de pared celular, esto
fue evidenciado a través de una tincion negativa'y MET.
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