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RESUMEN. Los antisépticos y desinfectantes se emplean en hospitales para una gran variedad de aplica-
ciones, tanto tépicas como sobre superficies. Estos compuestos son esenciales en el control y la prevencién
de las infecciones nosocomiales. A pesar de esto, se conoce bastante menos acerca del modo de accién de
estos biocidas que de los antibiéticos habitualmente empleados en terapéutica. La actividad antimicro-
biana puede ser influenciada por muchos factores tales como la formulacién, la presencia de materia
orgénica, efectos de sinergia, temperatura, dilucién e incluso del método de ensayo. El uso tan difundido
de productos desinfectantes y antisépticos ha llevado a algunas especulaciones sobre el desarrollo de re-
sistencia microbiana, y particularmente, resistencia cruzada con antibiéticos. Con el propésito de estudiar
la resistencia microbiana a germicidas halogenados de uso corriente en centros asistenciales, se evalué el
comportamiento de aislamientos hospitalarios tanto gram negativos como gram positivos frente a solu-
ciones de hipoclorito de sodio, iodopovidona y tintura de iodo en presencia y ausencia de sustancias inter-
ferentes tales como materia orgénica y cationes. Los resultados obtenidos indican que los microorganismos
hospitalarios presentan mayor resistencia a los biocidas analizades con respecto al microorganismo de ref-
erencia Staphylococcus aureus ATCC 6538. Sin embargo, en condiciones limpias este grupe de biocidas
posee una alta eficacia, atin muy por debajo de las concentraciones de uso recomendadas, para todos los
medios de dilucién estudiados. Con la presencia de materia orgédnica la actividad germicida disminuyé en
todos los casos en relacién directamente proporcional a la concentracién, debido a la naturaleza predomi-
nantemente oxidante de estos compuestos.

SUMMARY. “Antimicrobial Activity of Halogenated Compounds Against Hospital Microbial Isolates”.
Antiseptics and disinfectants are extensively used in hospitals and health care settings for a variety of topical and
hard-surface applications. In particular, they are essential part of infection control practices and in the prevention
of nosocomial infections. Despite this, few is known about the mode of action of these biocides with respect to
antibiotics. In general, the antimicrobial activity can be influenced by many factors such as formulation effects,
presence of organic matter, synergy, temperature, dilution and test method. The widespread use of antiseptics
and disinfectant products has prompted some speculation on the development of microbial resistance, in particu-
lar cross-resistance to antibiotics. The aim of this study was to evaluate microbiological resistance to halogenated
compounds by studying the behaviour of the grampositive and gramnegative clinical isolates against halogenated
biocides usually applied, with and without organic substance and applying distilled water, potable water and wa-
ter of 300 ppm hardness as dilution means. The results indicate that the hospital microorganisms show a higher
resistance to the biocides than the strain Staphylococcus aureus ATCC 6538, although the effective concentra-
tion in “clean conditions” was lesser than the recommended ones, for all the dilution means. In presence of or-
ganic matter the antimicrobial activity was reduced in accordance with the bactericidal concentration of each mi-
croorganism, due to the oxidant action of these disinfectants.
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INTRODUCCION

Con los cambios presentados en la epide-
miologia y la aparicién de nuevos gérmenes, las
infecciones intrahospitalarias contindan siendo
un riesgo importante de morbimortalidad, espe-
cialmente en aquellos pacientes con enfermeda-
des transmisibles, donde es necesaria la muerte
del patégeno para impedir la diseminacién de la
infeccién a individuos susceptibles 1. El control
de las infecciones adquiridas en hospitales re-
sulta un serio problema por el elevado nimero
de factores que influyen y por las limitaciones
en los medios de prevencién y la disponibilidad
terapéutica.

Dentro del ambiente hospitalario, los objetos
pueden brindar oportunidades de contacto y
transmisién de microorganismos, por lo que la
desinfeccion hospitalaria resulta un procedi-
miento muy uGtil para producir la ruptura de la
cadena de transmisién. Sin embargo, gran parte
de la comunidad sanitaria considera al ambiente
hospitalario como un factor de menor importan-
cia en la incidencia de infecciones hospitalarias 2.

En general, la desinfeccién hospitalaria tiene
como propdsito eliminar la suciedad e impedir
la diseminacién de los microorganismos que co-
lonizan las superficies. Estos microorganismos
incluyen a S. aureus, C. difficile, Pseudomonas
spp, Proteus spp, Serratia marcescensy Candida
spp 3. A pesar de la diversidad de patdgenos in-
volucrados en infecciones hospitalarias, un gran
nimero de estudios se centran en S. aureusy P.
aeruginosa, ya que ambos juegan un rol impor-
tante en la incidencia de infecciones hospitala-
rias durante todo el afio.

La eficacia de los desinfectantes hospitalarios
puede ser evaluada sobre la base de la informa-
cién disponible de acuerdo a sus caracteristicas
quimicas, fisicas y biolégicas. Cambios muy suti-
les en el medio ambiente pueden influir en la
actividad antimicrobiana de un agente quimico,
asi como también, la interaccién de los germici-
das con otros componentes de la formulacién,
calidad y cantidad de diluyente, presencia de
materiales extrafios como sales, materia orgini-
ca y fibras sintéticas que hacen inertes sustan-
cias que son altamente activas en su ausencia,
ya sea por adsorcién del desinfectante a coloi-
des proteicos, por formacién de compuestos
quimicamente menos efectivos o por la unién
del germicida a distintos grupos de la proteina
extrafia 45.

En general, todos ‘los efectos observables
producidos por los agentes quimicos sobre las
bacterias son el resultado de cambios en sus
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componentes macromoleculares. Algunos dafan
las membranas celulares, otros inactivan irrever-
siblemente proteinas o bien inducen lesiones en
icidos nucleicos. Asi, la disponibilidad determi-
na el acceso de un germicida a su sitio de ac-
ciébn y, ciertamente si esto no sucede no puede
exhibir actividad biolégica. El comportamiento
variable de los organismos frente a los germici-
das se corresponde con su informacién genéti-
ca, que origina diferencias metabdlicas entre las
distintas especies y atn dentro de la misma es-
pecie 6.

En la profilaxis de las infecciones se debe
encarar la desinfeccién quimica del ambiente y
del material médico quirdrgico mediante proce-
dimientos validados y normatizados, junto con
la definicién de las acciones y estrategias que
garanticen su actividad antimicrobiana 7. Los
compuestos clorados e iodados son los microbi-
cidas halogenados mis significativos empleados
en clinica y han sido tradicionalmente usados
como antisépticos, y para propésitos de desin-
feccién 8.

Dado que los compuestos halogenados son
intensivamente empleados en nuestro ambiente
hospitalario, en el presente trabajo se evalu6 la
accién antimicrobiana de dichos biocidas frente
a aislamientos clinicos pertenecientes a microor-
ganismos causales de infecciones hospitalarias
tanto gram negativos como gram positivos. La
resistencia de estos microorganismos, en com-
paracién con cepas de coleccién, fue estudiada,
desafiando a los germicidas en diferentes condi-
ciones de trabajo, empleando diluyentes tales
como agua destilada, agua potable de abasteci-
miento, agua de 300 ppm de dureza, tanto en
ausencia como en presencia de materia orginica
interferente como albimina de huevo y suero
humano. Estas son situaciones muy frecuentes
en los ambientes hospitalarios de la Provincia
de Buenos Aires 9, creando asi un ambiente ad-
verso para el proceso de desinfeccién, y contri-
buyendo a la racionalizacién del uso de estos
compuestos quimicos.

Y

MATERIAL Y METODOS

Los desinfectantes ensayados fueron solucién
de iodopovidona al 10% (Pervinox), tintura de
iodo débil (FA VI), e hipoclorito de sodio co-
mercial (55g/1, Ayudin), a los cuales se les de-
termind la concentracién de principio activo de
acuerdo a la metodologia indicada en USP XXIII 19,

Como microorganismos de ensayo se utiliza-
ron las cepas de coleccion: Staphylococcus au-



reus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Ademds,
se estudiaron 32 aislamientos hospitalarios pro-
venientes de diferentes muestras clinicas y de
diversas especies que comprenden géneros tan-
to gram negativos como positivos, que se deta-
llan en la Tabla 1.

Nede
Microorganismos aislamientos
ensayados
Staphbylococcus aureus ATCC 6538 1
Escherichia coli ATCC 25922 1
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1
Serratia spp 2
Klebsiella spp 6
Kilebsiella pneumoniae 1
Enterobacter cloacae 1
Enterobacter aerogenes 1
Morganella morganii 1
Proteus penneri 1
Proteus mirabilis 3
Acinetobacter spp 5
Pseudomonas aeruginosa 9
Stapbylococcus aureus 3

Tabla 1. Microorganismos de coleccién y aislamien-
tos hospitalarios ensayados.

El poder bactericida de los biocidas haloge-
nados se determin6é mediante la metodologia
desarrollada por Kelsey-Sykes, especifica para el
anilisis de desinfectantes y antisépticos emplea-
dos en ambientes hospitalarios 1. La misma se
realizé6 con microorganismos obtenidos de un
cultivo “overnight” a 35-37 °C en agar tripteina
soja (Merck, Argentina), los que posteriormente
fueron suspendidos en solucion fisiolégica (8,5
g/L, CINa FA VI) hasta obtener una concentra-
cién de 2,7 x 108 ufc/ml. Para cada condicion,
las concentraciones del desinfectante 6 antisép-
tico evaluadas fueron inoculadas por tres veces
con 1 ml de la suspensién bacteriana a los 0, 10
y 20 min. Ocho min de contacto después de ca-
da inoculacién, se subcultivaron 5 gotas en cajas
de Petri con agar tripteina soja y el neutralizante
correspondiente, las que se incubaron por 48 h
a 35-37 °C. Para la lectura de los resultados se
considerd como concentracion bactericida efec-
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tiva aquella que después de la segunda inocula-
ci6n no permitié el desarrollo de mis de 5 ufc
en el total de las 5 gotas sembradas.

A fin de inactivar la accién de los biocidas y
asi prevenir la bacteriostasis debida a la accién
residual del agente en el medio, se empled tio-
sulfato de sodio al 0,05% (Merck, Argentina) co-
mo neutralizante especifico 5.

La evaluacion de los distintos germicidas se
realiz6 considerando la influencia del medio en
el cual se produjo la accién 12, planteindose dos
condiciones: ausencia de materia orgdnica, es
decir, condiciones limpias, empleando como di-
luyentes: agua destilada, agua corriente de abas-
tecimiento pablico y agua de 300 ppm de dure-
za (MgSO47H,0 al 10% y CaCl,.6 H,O al 10%) y
presencia de materia orginica: albimina de
huevo al 20% y 40% y suero humano al 20%,
adicionada a la suspensién microbiana, como
representante de condiciones sucias, en medio
de dilucién agua destilada para las albdminas y
agua dura para suero. En todos los casos en que
se empled agua corriente, previamente se deter-
mind la concentracién de cloro residual median-
te el método colorimétrico DPD 13,

Los resultados obtenidos con las cepas de re-
ferencia y los aislamientos hospitalarios frente a
cada desinfectante y cada situacién ambiental
fueron analizados estadisticamente por el test de
Mann Whitney y Wilcoxon, mediante soporte
informitico GraphPAD InStat 4,

RESULTADOS

Los resultados obtenidos para los tres germi-
cidas estudiados en las diferentes condiciones
ambientales se muestran en la Figura 1.

En condiciones limpias, los distintos diluyen-
tes no afectaron el comportamiento de los ger-
micidas halogenados, a excepcién del agua dura
para la tintura de iodo (p = 0,0781). Sin embar-
g0, la materia orginica disminuyd la actividad
de estos compuestos de forma extremadamente
significativa (p < 0,0001). Al comparar la eficacia
bactericida de los tres. germicidas en albGdmina al
20% y en suero al 20%, el hipoclorito de sodio
fue el que presenté mayor diferencia en su acti-
vidad (p < 0,0001). Asimismo, a mayor concen-
tracién de materia interferente, se observé un
aumento significativo de las concentraciones
efectivas para los tres desinfectantes (p = 0,0004
para tintura de iodo, p < 0,0001 para iodopovi-
dona e hipoclorito de sodio).

Algunos aislamientos presentaron un espe-
cial comportamiento, ya sea por su resistencia o
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condiciones ambientales ensayadas
1 a 6 = tintura de iodo débil; 7 a 12 = solucién de hipoclorito de sodio; 13 a 18 = solucién de iodopovidona,

1, 7, y 13 = medio de dilucién agua destilada; 2, 8 y 14 = medio de dilucién agua potable; 3, 9, y 15 = medio de dilucién agua en 300 ppm de dureza,
4, 10, y 16 = presencia de albuimina de huevo 20%; 5, 11, y 17 = presencia de albumina de huevo 40%; 6, 12, y 18 = presencia de suero humano 20%.

Figura 1. Actividad antimicrobiana de germicidas halogenados en diferentes condiciones ambientales.

sensibilidad, con respecto al resto de los micro-
Organismaos.

Con tintura de iodo, en condiciones limpias,
no hubo diferencias significativas de comporta-
miento entre los distintos géneros de microorga-
nismos, como tampoco la hubo de acuerdo a su
procedencia, ni entre éstos y las cepas de colec-

cioén. Sin embargo, dos aislamientos correspon-’

dientes al género Pseudomonas y uno pertene-
ciente a Morganella evidenciaron ser resistentes
(p = 0,0008 para el primero y p = 0,0003 en el
caso de los otros dos).

En presencia de albimina hubo una peque-
fia diferencia entre los aislamientos hospitalarios
del género Pseudomonas y la cepa de coleccién
del mismo género (p = 0,0625). Cuando la con-
centracién de albimina ascendié al 40% tam-
bién se observé una mayor resistencia de estos
MiSmOs microorganismos con respecto a Staphy-
lococcus aureus ATCC 6538 (p = 0,0313). En es-
ta condicién, un aislamiento perteneciente a una
cepa de Klebsiella, mostrd una respuesta marca-
damente resistente independientemente de la
concentracién de materia interferente (p <
0,0001).

Con iodopovidona los resultados fueron muy
variables, ya que al estudiar el medio de dilu-
cién no se observd una influencia de éste sobre
algin grupo microbiano, mientras que cuando
se empled agua destilada como diluyente, los
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aislamientos gram positivos fueron mis sensi-
bles que los gram negativos (p = 0,0078). Cabe
destacar la sensibilidad de todos los aislamien-
tos correspondientes a Staphylococcus aureus,
como asi también un aislamiento de P. aerugi-
nosa que tuvo el mismo comportamiento (p <
0,0001).

En presencia de materia orginica no se ob-
servo diferencia entre las respuestas de los aisla-
mientos clinicos entre si, a2 excepcién de las ce-
pas de P. aeruginosa que evidenciaron su resis-
tencia comparadas con las enterobacterias y S.
aureus en presencia de suero al 20% (p =
0,0313). Cuando se compararon los valores co-
rrespondientes a los microorganismos hospitala-
rios y los obtenidos para las cepas de coleccién,
se observd que en presencia de albamina al
40% las enterobacterias hospitalarias fueron mas
resistentes que S. aureus ATCC 6538 (p < 0,0001)
y mis sensibles que E. coli ATCC 25922 (p =
0,0005), mientras que el género Pseudomonas
fue mads resistente que las cepas de coleccién de
P. aeruginosa y S. aureus (p = 0,0078). Esta mis-
ma situacidén se dio también en presencia de
suero al 20% (p = 0,0156). Por otra parte, bajo
condiciones sucias, este biocida permitié6 obser-
var una gran diversidad de comportamiento, en-
contrindose varios microorganismos tanto resis-
tentes como sensibles.

Con el hipoclorito de sodio en condiciones



limpias y sucias no existieron diferencias entre
los grupos de microorganismos provenientes de
diferentes muestras clinicas, independientemen-
te de los diluyentes empleados y de la naturale-
za y concentracién de la materia interferente.

La evaluacion de la respuesta de los diferen-
tes géneros en comparacion con las correspon-
dientes cepas de coleccién mostré que, en con-
diciones limpias, los aislamientos de P. aerugi-
nosa fueron mis resistentes que S. aureus ATCC
6538 en agua destilada (p = 0,0156), en agua de
abastecimiento (p = 0,078) y en agua dura (p =
0,00313). Lo mismo sucedi6 con las enterobacte-
rias en agua destilada y potable (p < 0,0001) y
en agua dura (p = 0,0005).

En presencia de albamina al 40% las Pseudo-
monas y las enterobacterias manifestaron su re-
sistencia en comparacion con las tres cepas de
coleccién (p = 0,0039). Cuando la concentracion
de albamina fue del 20%, solamente se diferen-
ciaron en su comportamiento los aislados de
Pseudomonas (p = 0,0156) y enterobacterias (p
= 0,0020) con respecto a S. aureus ATCC 6538.
Las enterobacterias también mostraron mayor
resistencia al hipoclorito que la E. colf de colec-
cién (p = 0,0020). Con suero al 20% no se ob-
servaron variaciones en la respuesta al germici-
da de los distintos grupos de microorganismos
hospitalarios entre si, ni entre éstos y las corres-
pondientes cepas de coleccion ensayadas.

Al igual que con iodopovidona, la actividad
del hipoclorito de sodio mostré una gran varia-
ci6n en el comportamiento de las distintas cepas
microbianas.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En condiciones limpias, los tres germicidas
halogenados tuvieron buena actividad atn por
debajo de sus concentraciones habituales de
uso. Esta situacién no se modificé por variacio-
nes en el diluyente, a excepcién de un leve
efecto del agua dura sobre la tintura de iodo.

Nuestros resultados mostraron concentracio-
nes bactericidas efectivas de 0,0625 g% para io-
dopovidona. Segin German 15, este biocida al
10% posee efecto bactericida en una dilucién
del 1% del producto en 1 min sobre microorga-
nismos tales como S. aureus, P. aeruginosay E.
coli. Recientemente, iod6foros de menor con-
centracién (0,05 g%) han demostrado tener una
buena actividad antimicrobiana, probablemente
porque la cantidad de iodo libre aumenta, hasta

cierto punto, a medida que se diluye la solucién
16,17,

acta farmacéutica bonaerense - vol. 20 n° 3 - afio 2001

La concentraci6én de cationes presentes en el
medio de dilucién no afect6 la actividad de la
iodopovidona, asi como tampoco el cloro resi-
dual presente en el agua de abastecimiento.

La tintura de iodo resulté tener una gran ac-
tividad y, a la vez, una gran rapidez de accidén
frente a todos los microorganismos, en coinci-
dencia con lo encontrado por Dulong et al. 18.
Esto explicaria nuestros resultados, ya que las
concentraciones de uso efectivas determinadas
(0,32 g%) contienen un porcentaje mayor de io-
do disponible que las de iodopovidona 1.

En el caso del hipoclorito de sodio, el uso
de agua de abastecimiento y agua dura como
diluyentes presentaron valores muy variables,
probablemente debido a los cambios de pH y a
la influencia de este factor sobre las soluciones
de hipoclorito, ya que la formacién del 4cido hi-
pocloroso, de mayor actividad antibacteriana, se
produce a pH S, siendo en cambio estables a
pH entre 7 y 9, y aumentando considerablemen-
te la velocidad de degradacién a valores mis
bajos (pH 6). Por otra parte, los iones Ca*™* y
Mg** no exhibieron ningin efecto sobre la acti-
vidad del hipoclorito de sodio, en concordancia
con resultados previos de nuestro grupo de in-
vestigacion 20,

Con la presencia de materia orginica la acti-
vidad germicida disminuyé en todos los casos,
en relacion directamente proporcional a la con-
centracién, debido a la naturaleza predominan-
temente oxidante de estos compuestos, tal co-
mo fuera encontrado por nosotros para los io-
déforos 21. Cabe destacar que fueron mis efica-
ces en presencia de suero al 20% que con albu-
mina al 20%, efecto que se observa mejor en hi-
poclorito de sodio, ya que es el mis afectado
por la variacién del pH, mientras que la suspen-
si6n de suero se comportaria como un buffer,
razén por la que se generarfa una mayor con-
centracién de principio activo 2223,

El anilisis del comportamiento individual de
los distintos aislamientos clinicos mostré en va-
rias ocasiones que los de Pseudomonas aerugt-
nosa fueron extremadamente resistentes, datos
coincidentes con los obtenidos por Santini et al.
4, quienes encontraron aislados de S. aureus,
Salmonella enteritidis, E.coli, Providencia retige-
ri'y Candida albicans mis sensibles que Pseu-
domonas a la tintura de iodo.

De acuerdo a nuestros resultados, las espe-
cies de Serratia y Proteus fueron las mis sensi-
bles, entre las enterobacterias estudiadas, mien-
tras que los géneros Klebsiella y Pseudomonas
fueron los mis resistentes. Los microorganismos
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correspondientes a Klebsiella son saprofitos res-
piratorios, que desarrollan en soluciones y equi-
pos de respiracién asistida, siendo el hombre
portador intestinal en alrededor del 5% de los
casos. El género Pseudomonas esti ampliamen-
te distribuido también y P. aeruginosa ha sido
aislada de soluciones antisépticas, colirios y
utensilios de uso diario en el establecimiento
asistencial. El 10% de la poblacién hospitalaria
son portadores intestinales 25. Se han localizado
genes plasmidicos asociados con la multirresis-
tencia a antisépticos y desinfectantes en bacte-
rias gramnegativas 2627, asi como también se co-
noce que Burkbolderia cepacia conserva su re-
sistencia a biocidas halégenos en medios mini-
mos, que simularian condiciones ambientales
adversas 28, lo que resalta la capacidad de di-
chos microorganismos para adaptarse a distintas
situaciones ambientales. Sin embargo, cuando
Kunisada et al. 2 estudiaron la resistencia de
aislamientos clinicos, encontraron que las cepas
que adquirian resistencia a un antiséptico mos-
traban resistencia cruzada para todos los anti-
sépticos excepto para iodopovidona, lo cual
concuerda con datos obtenidos por Lanker
Klossner et al. 30, quienes demostraron que el
uso continuo de iodopovidona no producia re-
sistencia bacteriana en pacientes dializados,
confirmando la utilidad clinica de este antisépti-
co.

Por otra parte, Acinetobacter spp es un mi-
croorganismo que causa cada vez con mayor
frecuencia infecciones hospitalarias, cuya resis-
tencia a antibi6ticos es amplia, y en este trabajo
se demuestra una resistencia significativa a los
biocidas estudiados, bajo algunos de los factores
interferentes ensayados.

Asimismo los aislamientos de Staphylococcus
aureus a veces evidenciaron valores de concen-
traciones bactericidas tan altos como los de
Pseudomonas aeruginosa, resultado que deberia
tenerse en cuenta, ya que generalmente se con-
sidera que son gérmenes mis sensibles a la de-
sinfeccién que los gram negativos.
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La respuesta de los distintos grupos de mi-
croorganismos hospitalatios no permitid obser-
var, en general, diferencias significativas, como
asi tampoco entre los gram positivos y gram ne-
gativos. Sin embargo, la evaluacién de los aisla-
mientos hospitalarios con respecto a las cepas
de coleccién puso en evidencia que los prime-
ros fueron mis resistentes a la accién desinfec-
tante.

La notable resistencia de los aislamientos en-
sayados con respecto a los micoorganismos de
coleccién, y en particular en comparacién con
S. aureus ATCC 6538, cepa recomendada para
evaluar la eficacia de desinfectantes y antisépti-
cos, indica que existiria una fuerte presién de
seleccién ejercida por los distintos agentes anti-
microbianos. Debido a esto, el uso de esta cepa
de S. aureus como Unico microorganismo con-
trol para evaluar la efectividad de desinfectantes
hospitalarios debe ser cuidadosamente interpre-
tado.

Los resultados obtenidos en el presente estu-
dio permiten aseverar que los biocidas ya no
son un “veneno protoplasmitico general” y que
los microorganismos muestran diferentes grados
de resistencia 31, lo que nos debe impulsar a va-
lidar, en forma permanente y mediante metodo-
logias como la que se empled en este trabajo, el
comportamiento de los agentes quimicos a fin
de prevenir y controlar la infeccién hospitalaria.
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