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“No hagan nada por rivalidad o

por orgullo, sino con humildad, y que cada uno considere a los demas
como mejores que €l mismo. Ninguno busque Unicamente su propio
bien, sino también el bien de los otros.”

La Biblia
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. RESUMEN

Las infecciones hospitalarias son una problemética actual, mas aun en la
tltima década en que se ha hecho énfasis en la presencia de biopeliculas
directamente relacionadas a estas infecciones. Debido a la posible presencia
de biopeliculas en instrumental y/o material procesado dentro de la Central de
Esterilizacion es que se debe poner especial atencion en la correcta realizacion
del lavado, particularmente en la eficacia que exhibe el detergente utilizado. El
objetivo del presente estudio fue evaluar la eficacia de detergentes enziméticos
y no enzimaticos frente a cultivos planctonicos y biopeliculas bacterianas.

Se evaluo la eficacia de cinco detergentes, tres trienzimaticos (D 1, D 2,
D 3), un pentaenzimético (D 4) y un no enzimatico (D 5), frente a cepas clinicas
y cepas de referencia de Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Los
ensayos se realizaron tanto en bacterias en suspension como en biopeliculas.
La concentracion, el tiempo de exposicion y la temperatura utilizados fueron los
indicados para cada detergente segun lo especificado por el fabricante. Para
evaluar la eficacia de los detergentes en bacterias en suspension se efectuaron
cultivos y posterior recuento de unidades formadoras de colonias por mililitro
(UFC/mL). La cuantificacion de la biomasa se realizO mediante tincion con
cristal violeta y se evaluo la viabilidad celular mediante el ensayo de XTT a dos
tiempos de contacto con los detergentes.

Se pudo observar que los detergentes que inhibieron en mayor
proporcion el crecimiento de bacterias en suspension fueron D 3 y D 5.
Ninguno de los detergentes probados logré erradicar las biopeliculas. Hubo una
significativa disminucién de la viabilidad celular, siendo D 5 el Unico que la
redujo por completo. No se observaron diferencias significativas en la viabilidad
celular cuando se compararon los dos tiempos de contacto con cada
detergente.

Si bien todos los detergentes probados disminuyeron la viabilidad
celular, ninguno erradic6 biopeliculas, lo que puede generar una futura
acumulacion en sectores dificiles de friccionar. Es por esto que, la limpieza
debe ser realizada correctamente evitando asi la formacion de biopeliculas,

teniendo como objetivo garantizar la seguridad del paciente.
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.  ABREVIATURAS

ATS: Agar Tripteina Soya

BFS: Buffer Fosfato Salino

CE: Central de Esterilizacion

CTS: Caldo Tripteina Soya

CV: Cristal Violeta

DO: Densidad Optica

EPS: Exopolisacaridos

IH: Infecciones Hospitalarias

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PMS: Meta sulfato de fenazina

UFC: Unidades Formadoras de Colonias

VIHDA: Programa Nacional de Epidemiologia y Control de Infecciones
Hospitalarias

XTT: 2,3 bis (2 metoxi-4-nitro-5 sulfofenil) 2H tetrazolio, 5 carboxanilida
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1. INTRODUCCION

La Central de Esterilizacion (CE), por definicion, es el servicio que
recibe, acondiciona, procesa, controla y distribuye textiles (ropa, gasas,
apositos), equipamiento biomédico e instrumental a todos los sectores del
hospital, (1) su mision es proporcionar a todos los servicios y unidades el
material 0 equipamiento en las condiciones idoneas de esterilidad en tiempo y
coste adecuados, (2) como asi también garantizar la seguridad de los mismos
tanto para el operador como para el paciente. (1) Para lograr este objetivo, se
llevan a cabo procesos de: limpieza-desinfeccion o limpieza-esterilizacién; los
cuales forman parte de los requisitos fundamentales para el control de
infecciones y estan orientados a la reduccién de la transmision en los centros
de salud.(3) (4)
1.1.Limpieza

La limpieza, entendiéndose por ésta a la eliminacién fisica de materia
organica de los objetos, es el paso esencial y mas importante en la CE,(2) ya
que precede a los procesos de desinfeccion o esterilizacion y de ella depende
la eficacia de los mismos. Esto es asi, debido a que la suciedad actla
protegiendo a los microorganismos del contacto con agentes desinfectantes y
esterilizantes.

Los pasos que comprenden la limpieza de los materiales son los

siguientes (1):

*Consiste en sumergir el material desensamblado en una solucion de\

detergente, a fin de reducir el nimero de microorganismos del
material, dejandolo seguro para su manipulacién. Suele realizarse en
SEEVECEE o] servicio donde se utilizo el instrumental. )

\
+Consiste en controlar y registrar todo lo que ingresa para ser
procesado.

=l sele | Se debe realizar en una zona sucia destinada a tal fin.

J

~
*Consiste en clasificar de acuerdo a: el tipo de material, el Servicio al
que pertenece, el método de esterilizacion, etc, dependiendo del
o -oilwee  Manejo de cada CE.

v
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\
*El lavado manual consiste en sumergir el material en una solucion de
detergente enzimatico y cepillar debajo del nivel de la solucion.
Lavado
)
\
*Consiste en hacer circular suficiente agua corriente potable a fin de
eliminar todo rastro de suciedad y detergente.
)

*Consiste en secar el material inmediatamente desples de ser)
enjuagado evitando asi su contaminacion.

*Se puede realizar con: pafio, aire comprimido, calor seco, entre otros.
*Dependiendo del instrumental, se lubrica. )

1.1.1. Lavado

El lavado propiamente dicho es el determinante del éxito ya que es el eje
central de la limpieza. Actualmente, existen tres tipos de lavado:

i. Manual, realizado de manera directa por el operador aplicando friccién
sobre el material;

ii. Mecanico, que es llevado a cabo de manera automatizada mediante
lavadoras con accién fisica y quimica;

iii. Por ultrasonido, que forma parte del lavado mecéanico pero, a diferencia
del anterior, utiliza la energia eléctrica para generar burbujas y vibraciones que
facilitan la remocion de la suciedad.(3)

El lavado manual, el mas comun por ser el mas accesible en nuestro
pais, debe ser realizado utilizando proteccion individual (Figura 1), a fin de
evitar accidentes punzo cortantes, tal y como lo indica la Resolucién 1547/2007
del Ministerio de Salud de la Nacion.(5) Este debe ser realizado segln los

pasos mencionados en la Figura 2.

r‘”"/”r,f
’ ‘ ;\ & o
. \ S —
'y
Camisolin -
e Barbijo Guantes Protector ocular

Figura 1. Elementos de proteccion individual.
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Preparar una solucién de detergente de acuerdo a las
condiciones de temperatura y concentracion, indicadas por
el fabricante, en una batea destinada a tal fin.

Sumergir el material totalmente desmontado, procurando
gue la solucion entre en contacto con la totalidad de la
superficie del instrumental, inclusive los limenes, de
poseerlos. Dejar actuar el detergente el tiempo indicado por
el fabricante.

Cepillar, debajo del nivel de la solucién para evitar
aerosoles, con cepillo de cerdas blandas que no raye la
superficie del instrumental. Hacer énfasis en ranuras y

articulaciones.

Enjuagar con abundante agua corriente potable, que circule
a través de todos los lumenes.

Figura 2. Pasos para realizar Lavado Manual.

Los principales factores involucrados en el lavado son la energia
mecanica, térmica y quimica, de acuerdo al tipo de lavado que se realice puede
destacarse uno mas que otro. La energia mecanica esta dada por la friccién,
cepillado, cavitacion, entre otras; depende del operador o de la maquina que se
utilice para el lavado. La energia térmica esta determinada por la temperatura a
la que se encuentra el agua, si ésta se encuentra caliente (entre 35° y 40°C)
mejora las propiedades de dilucion. Por udltimo, la energia quimica esta
relacionada con las caracteristicas del detergente que se utilice.(1)(3)

FARM. NATALIA B. SCALZADONA 9



1.1.1.1. Detergentes

Los detergentes son sustancias que limpian quimicamente (6),
compuestos de un agente tensioactivo y sustancias auxiliares tales como
enzimas, estabilizadores, secuestrantes, entre otras. El primero esta formado
por moléculas anfifilicas, es decir que poseen una estructura molecular con un
grupo polar o hidrofilico y otro grupo apolar o hidrofébico. Esto le confiere la
capacidad de disminuir la tension superficial y asi lograr desprender la
suciedad de la superficie sobre la que se utilice, para luego dispersarla en el
liquido de lavado. De acuerdo al caracter del extremo hidrdfilo, las moléculas
tensioactivas se clasifican en ionicas, no iénicas y anfoteras.(7) Por otro lado,
segun las sustancias auxiliares utilizadas existen otras clasificaciones, entre
ellas, la que indica si contienen enzimas en su composicion. La Resolucién
1547/2007 del Ministerio de Salud de la Nacion expresa que el lavado, para
que sea eficiente, debe ser realizado utilizando detergentes enzimaticos
formulados para uso médico aprobados por la autoridad sanitaria
competente.(5)

Los detergentes enziméticos estdn formulados a base de tensioactivos
no iénicos y enzimas, principalmente. Esto es asi, debido a que los
tensioactivos no iénicos no liberan iones en soluciones acuosas, lo que facilita
las formulaciones complejas. Por otra parte, son utilizados en el campo de la
salud gracias al bajo nivel de toxicidad que algunos poseen. Ademas, al no
tener carga, exhiben la ventaja de ser menos sensibles a los electrolitos, lo que
permite que sean utilizados en presencia de salinidad alta o aguas duras.(7)

Las enzimas son catalizadores biologicos, es decir, son moléculas de
naturaleza proteica capaces de acelerar una reaccién quimica especifica. Su
especificidad es posible debido a la estructura de estas proteinas, de manera
que actuan sobre una determinada sustancia denominada sustrato. Luego de
transformar al sustrato, las enzimas quedan libres, permaneciendo inalteradas

y disponibles para unirse a uno nuevo (Figura 3) (8).
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SUSTRATO PRODUCTOS

@

ENZIMA COMPLEJO ENZIMA-SUSTRATO ENZIMA

Figura 3. Actividad catalitica de una enzima. La enzima se une al sustrato formando un
complejo, para dar origen a un producto. La enzima, a su vez, se separa del sustrato en forma
inalterada.

La actividad de una enzima depende de la temperatura, el pH y la
concentracion de sustrato. La temperatura optima es de 35 a 40°C, por encima
de ésta la enzima se desnaturaliza y por debajo no posee actividad. Un efecto
similar ocurre con cambios extremos en el pH.(8) Las enzimas normalmente
utilizadas en la fabricacion de detergentes, de acuerdo al tipo especifico de
reaccion que catalizan, son de la clase hidrolasas. De éstas, se destacan:
lipasas, catalizan la reaccién de triacilglicerol y agua para producir diacilglicerol
y un anion de &cido graso;(9) proteasas, catalizan la escision interna de
péptidos o proteinas;(10) amilasas, que escinden almidoén, glucégeno y alfa-
1,4-glucanos;(11) y celulasas, catalizan la escisibn de enlaces 1,4-beta-
glucosidicos en celulosa, liquenina y beta-glucanos de cereales.(12)

En la actualidad, el mercado argentino cuenta con distintas
formulaciones de detergentes enziméaticos, destacandose los trienzimaticos y
pentaenzimaticos. Los detergentes trienzimaticos estan formados por proteasa,
amilasa y lipasa, estas enzimas facilitan la degradaciéon de la materia organica,
confiriéndole asi su principal indicacién: el lavado de instrumental quirdrgico.
Por otro lado, los detergentes pentaenzimaticos estan constituidos por amilasa,
lipasa, dos proteasas complementarias que actlan sobre distintos sustratos y
celulasa que degrada sustratos de tipo celulésico que ocasionalmente pueden
encontrarse en el contenido intestinal, es por esto que esta indicado para el
lavado de instrumental quirdrgico, de diagnéstico de gastroenterologia, 0 que

pudiera estar en contacto con el contenido intestinal.(13)

1
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1.2.Infecciones hospitalarias

Como se menciond anteriormente, el objetivo del lavado es eliminar la
suciedad reduciendo asi la carga microbiana y lograr la desinfeccion o
esterilidad deseada.(1) Esta carga microbiana estd compuesta en gran parte
por bacterias, las cuales son la principal causa de infecciones hospitalarias
(IH). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) expresa que “en todo
momento, mas de 1,4 millones de personas en el mundo contraen infecciones
en el hospital”’.(14) Se entiende como IH a “toda infeccion adquirida durante la
internacion y que no estuviese presente o incubandose al momento de la
admision del paciente, o bien en el caso de un recién nacido, cuando ésta
fuese adquirida durante su pasaje a través del canal del parto. En el caso de
las heridas quirurgicas, la infeccibn puede manifestarse luego del alta del
paciente, hasta 30 dias o un afio dependiendo de la colocacion o no de
protesis.”(15) Segun un reporte del Programa Nacional de Epidemiologia y
Control de Infecciones Hospitalarias (VIHDA) Republica Argentina, los
microorganismos que producen con mayor frecuencia IH dependen de la
localizacion de la infeccion. Asi, en las bacteriemias asociadas a las
infecciones por catéteres se destacan: S. aureus, Klebsiella pneumoniae, entre
otras; en neumonias asociadas a respirador: S. aureus, Acinetobacter spp.,
entre otras; y en las infecciones de tracto urinario asociadas a sonda vesical: E.
coli, K. pneumoniae, entre otras.(16) Debido a que S. aureus y E. coli forman
parte de los microorganismos mas frecuentes asociados a IH en Argentina, es
gue han sido utilizados en este estudio.

E. coli es una bacteria Gram negativa, anaerobia facultativa, con forma
de bacilo, que se encuentra comunmente en la parte distal del intestino de
seres humanos y animales de sangre caliente. La mayoria de las cepas son no
patogénicas, pero algunas pueden causar graves diarreas, infeccion urinaria,
sindrome urémico hemolitico, etc.(17)(18) Las enfermedades diarreicas fueron
una de las diez principales causas de muerte en el afio 2016 a nivel
mundial.(19) Por otra parte, S. aureus es una bacteria Gram positiva, anaerobia
facultativa que posee forma de coco, se encuentran colonizando piel y
mucosas tanto de seres humanos como de animales. Dependiendo de las

condiciones generales en las que se encuentre el huésped, puede producir
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infecciones a nivel local en piel y mucosa, como asi también infecciones

internas tales como endocarditis, neumonia, osteomielitis, etc.(20)

1.2.1. Biopeliculas

Las bacterias pueden encontrarse en la naturaleza en dos formas, como
células libres, es decir, plancténicas, o en colonias de microorganismos,
rodeadas por una matriz, conocidas como biopeliculas. Se ha descubierto que
la mayoria de las bacterias se hallan organizadas como biopeliculas (21) y que
poseen diferencias fenotipicas, bioquimicas y morfolégicas respecto a las que
se encuentran en forma plancténica.(22) Segun Donald, una biopelicula es
“‘una comunidad microbiana sésil, formada por células que estan adheridas
irreversiblemente a un substrato o interfase, o unas con otras, encerradas en
una matriz de sustancias poliméricas extracelulares que ellas han producido, y
exhiben un fenotipo alterado en relacion con la tasa de crecimiento y
trascripcion génica”.(23)(21)

Las biopeliculas les proporcionan ventajas a las bacterias, ya que las
protegen de los cambios medioambientales, tales como humedad, temperatura,
pH, etc. Esta capacidad de protegerse mediante la biopelicula es comun en la
mayoria de las bacterias. La adhesion que logran, a todo tipo de superficies, es
irreversible, por lo que su remocion requiere de mayor esfuerzo.(21)

La composicion de las biopeliculas esta dada principalmente por
microcolonias de diferentes células bacterianas y una matriz polimérica
formada en un 97% por agua y por macromoléculas de carbohidratos
(exopolisacaridos, EPS). Asimismo, se pueden encontrar en menor proporcion,
proteinas, acidos nucleicos, desechos bacterianos, entre otros. La hostilidad y
la cantidad de nutrientes del medio determinan la produccion de EPS como asi
también la cantidad de bacterias adheridas, es decir, determinan la formacién y
estructura de la biopelicula.(21) La matriz posee canales abiertos que permiten
la circulacion de agua, nutrientes y oxigeno, facilitando asi la vida en las zonas
mas profundas de la biopelicula. De tal modo, proporcionan una salida para la

excrecion de desechos.(24)
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La formacion de la biopelicula estd marcada principalmente por tres
etapas: adhesion, crecimiento y desprendimiento, las cuales se esquematizan

en la Figura 4.

| ADHEsION | | CRECIMIENTO l

| DESPRENDIMIENTO |

Figura 4. Esquema de las etapas de formacion de una biopelicula. Las bacterias planctonicas
se adhieren reversiblemente a la superficie, debido a las interacciones moleculares, para
luego hacerlo de manera irreversible. En una segunda etapa, las bacterias comienzan a
secretar EPS y se replican, crecimiento, formando la biopelicula con su respectiva estructura
(microcolonias y canales). Cuando la biopelicula se encuentra madura comienza la tercera
etapa, desprendimiento, en donde las bacterias pueden liberarse y volver su estado
plancténico.

Para que ocurra la primera etapa, es necesario la adsorcion de una fina
pelicula organica sobre la superficie, esto modifica el sustrato y favorece la
adhesion. Debido a las fuerzas de repulsion existentes entre la superficie
bacteriana y la del sustrato, es que se adhieren de manera reversible, es decir,
pueden abandonar la superficie y volver a la forma plancténica. Gracias a
apéndices extracelulares como pilis, flagelos o fimbrias, las bacterias logran
vencer estas fuerzas generando una adhesion irreversible. La adhesion se ve
facilitada de acuerdo a ciertas caracteristicas de la superficie del sustrato tales
como aspereza, hidrofobicidad, polaridad, rugosidad, entre otras.

En una segunda etapa, crecimiento, las bacterias adheridas comienzan
a dividirse y colonizar la superficie, a su vez producen EPS, que constituye la
matriz de la biopelicula. Se obtiene como resultado la compleja estructura de la
biopelicula, incluyendo sus canales y la distribucién de las microcolonias. El
crecimiento esta limitado por la disponibilidad de nutrientes del medio.

En la dltima etapa, desprendimiento, la biopelicula se encuentra madura,
por distintas causas que no estan completamente establecidas, se produce una

1
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liberacién de bacterias, libres o en grupo, capaces de retomar su forma
planctonica y asi colonizar nuevas superficies. De esta manera, se completa el
ciclo de la biopelicula.(21)(24)

Las biopeliculas pueden encontrarse en una gran diversidad de
ambientes ya que los requisitos para que los microorganismos puedan
formarlas son minimos, un medio hidratado y una pequefia cantidad de
nutrientes. Esto las convierte en una problematica para la comunidad,
principalmente por la resistencia que le confiere la matriz polimérica ante
antibiéticos y desinfectantes.(25) Se estima que el 65% de las infecciones
hospitalarias estan relacionadas directamente con biopeliculas,(26) se las ha
vinculado con infecciones tales como placa dental, osteomielitis, endocarditis,
cistitis cronica, entre otras, como asi también a infecciones ocasionadas por el
uso de productos médicos, catéteres endovenosos, marcapasos, protesis,
sondas vesicales, etc., (Figura 5). (21)(27) Asi, algunos ejemplos de estas
infecciones son el estudio realizado por Mena Viveros y col. donde postulan la
presencia de biopeliculas en infecciones del area otorrinolaringoldgica,(28) y el
realizado por Andreu y col. donde indican que las infecciones urinarias
causadas por E. coli son recurrentes debido a que utilizan la biopelicula como

refugio para subsistir.(29)

Figura 5. Cuatro imagenes de un
catéter uretral obstruido por
biopeliculas.

A) Corte del catéter en el que se
observa una estructura similar a la de
un “gusano” ocluyendo el lumen. B)
Micrografia electrénica de barrido de
baja potencia de una seccion
transversal fracturada por congelacion
del catéter blogqueado. C) Superficie
exterior de una preparacion liofilizada
del material que bloquea al catéter en
la que se aprecian formaciones
cristalinas. D) Muestra fija y seca en la
que se observa que, debajo de las
capas cristalinas, los cilindros del
catéter se componen de una masa de
cocos y bacilos. (27)
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1.3.Generalidades

Como se menciond anteriormente, el lavado es el paso fundamental
dentro de una CE, principalmente en un nosocomio en donde las IH son una
problematica actual, mas aun en la ultima década en que se ha hecho énfasis
en la presencia de biopeliculas directamente relacionadas a estas infecciones.

Debido a la posible presencia de biopeliculas en instrumental y/o
material procesado dentro de la CE es que se debe poner especial atencion en
la correcta realizacion del lavado, particularmente en la eficacia que posea el
detergente utilizado para lograr la erradicacion de dichas biopeliculas. La
bibliografia encontrada acerca del tema presenta resultados controvertidos en
funcién de la metodologia realizada por los distintos investigadores; asi Fang y
col.(30) y Vickery y col.(31) mostraron que los detergentes no enzimaticos eran
mas efectivos que los enziméticos, a diferencia del estudio realizado por Costa
Luciano y col.(26) en donde expresan que los detergentes enzimaticos y los no
enzimaticos no son efectivos frente a biopeliculas.

Por lo antes expuesto, se plantearon los siguientes objetivos:

1
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo general
. Evaluar la eficacia de detergentes enzimaticos y no enzimaticos frente a

cultivos plancténicos y biopeliculas bacterianas.

2.2.0bjetivos especificos
. Evaluar la actividad detergente de cinco productos comercializados en
Argentina en cultivos planctonicos.
. Comparar la eficacia de remocion de biopeliculas bacterianas entre
detergentes trienzimaticos frente a detergentes pentaenzimaticos.
. Comparar la eficacia de remocion de biopeliculas bacterianas entre

detergentes enzimaticos y no enzimaticos comercializados en Argentina.

1
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Cepas y condiciones de cultivo bacteriano

Los cultivos se conservaron en caldo tripteina soya (CTS, Britania) y
glicerol en la relacion 90:10 a -20°C. Para los experimentos, las cepas se
cultivaron por 18 h a 35 - 37°C, en agar tripteina soya (ATS, Britania). Se
utilizaron las siguientes cepas clinicas: S. aureus cepas 9455y 771, resistentes
a meticilina, E. coli cepa 1 y las cepas de referencia: E. coli ATCC 35218 y S.
aureus ATCC 29213. Las cepas clinicas fueron provistas por el Sanatorio

Aconcagua de la Ciudad de Cérdoba.

3.2.Ensayo de la eficacia de los detergentes en cultivos plancténicos

Los ensayos se realizaron de acuerdo a la metodologia descripta en
Farmacopea Argentina, VII ed. y en otras bibliografias relacionadas al
tema.(32)

3.2.1. Preparacion de Detergentes
= Detergentes enzimaticos
Se prepararon 5 mL de solucion de cada detergente. La concentracion,
el tiempo de exposicidn y la temperatura utilizados son los indicados por cada
fabricante y se detallan en la Tabla 1.
» Detergente no enzimético
Se prepararon 45 mL de solucion de detergente. La concentracion, el
tiempo de exposicién y la temperatura utilizados son los indicados por el

fabricante y se detallan en la Tabla 1.

Figura 6. Muestras de los detergentes utilizados.
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Tabla 1. Descripcion de detergentes.

Concentracion Tiempo y

Nombre Tipo Compafiia de uso temperatura

Adox S.A. Buenos Aires,

D1 Trienzimatico ! 3mL/L 10 min, 35°C
Argentina.

D2 Trienzimatico ~ -cCtuS S-A.Buenos Alres, S5mL/L 10 min, 35°C
Argentina.

D3 Trienzimatico  oorex S:R.L. Buenos Alres, 10mL/L 10 min, 35°C
Argentina.

D4 Pentaenzimatico COVIde.X S-R.L. Buenos Alres, 5mL/L 10 min, 35°C
Argentina.

D5  Noenzimatico @B SRL.Buenos Aies, 225g/L 10 min, 35°C
Argentina.

3.2.2. Preparacion de Neutralizante

Se prepararon 100 ml de neutralizante de acuerdo a Farmacopea
Argentina, VII ed. Tween 80 (6% p/v), lecitina (0.6% p/v), tiosulfato de sodio
(1% plv), L-histidina (0.2% p/v) y 500 pL de agua destilada estéril.

= Control de Neutralizante
Se colocaron 900 pL de neutralizante y 100 pL de indculo bacteriano. Se
realizaron dos diluciones, 1:100 y 1:1000. Todas las muestras se procesaron
por duplicado. Se sembré en placa de ATS y se cultivé por 24 h en estufa a 35
- 37°C.

3.2.3. Preparacion del In6culo

Se seleccionaron las siguientes cepas clinicas: S. aureus 9455
resistente a meticilina y E. coli cepa 1, las que fueron cultivadas en CTS
durante 24 h a 35 - 37°C. Con cada cepa, se realizd una suspension
correspondiente a la escala de 0,5 de Mc Farland de 108 UFC/mL. A las
suspensiones se les efectué una dilucién 1:100 con CTS, para obtener un
inéculo de 108 UFC/mL.

= Control de In6culo
Se colocaron 900 pyL de CTS en un tubo estéril y 100 yL de indculo
bacteriano (Control A). Se realizaron dos diluciones, 1:100 y 1:1000. Todas las
muestras se efectuaron por duplicado. Se sembro en placa de ATS y se cultivd

por 24 h en estufa a 35 - 37°C.
I ——
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3.2.4. Ensayo con Detergentes

Se colocaron 450 uL de detergente al doble de concentracion, 450 uL de
Buffer fosfato salino (BFS, pH 7) y 100 pL de inéculo bacteriano. Se incubo por
10 min, se realizaron dos diluciones, 1:100 y 1:1000. Se sembraron, la muestra
pura y las diluciones, en placa de ATS y se cultivd por 24 h en estufa a 35 -

37°C. Todas las muestras se efectuaron por triplicado.

3.2.5. Ensayo con Detergentes y Neutralizante

Se colocaron 450 pL de detergente al doble de concentracion y 100 pL
de indculo bacteriano, (Control B). Se incub6 por 10 min y se agrego6 450 uL de
Neutralizante. Se realizaron dos diluciones, 1:100 y 1:1000. Se sembraron, la
muestra pura y las diluciones, en placa de ATS y se cultivé por 24 h en estufa a
35 - 37°C. Todas las muestras se efectuaron por triplicado.

3.3.Ensayo de la eficacia de los detergentes en biopeliculas

Los ensayos se realizaron de acuerdo a la metodologia descripta en
Farmacopea Argentina, VIl ed. y en otras bibliografias relacionadas al
tema.(32)

3.3.1. Preparacion de Detergentes
Los detergentes fueron preparados segun lo indicado en el punto 1.2.1,
Tabla 1.

3.3.2. Preparacion del Inéculo

Se realizaron cultivos de cinco cepas (Cepa clinica: S. aureus 9455, S.
aureus 771, E. coli cepa 1y cepas ATCC: E. coli 35218, y S. aureus 29213) en
CTS por 24 h a 35 - 37°C. Luego, se realizd una dilucion 1:100 con CTS

suplementado con 0,25% p/v de glucosa.(33)

3.3.3. Ensayo con Detergentes
Se colocaron 200 uL de cada suspension bacteriana en placas de

poliestireno de 96 wells o pocillos por triplicado. Se incub6é 48 h en agitador a

1
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35 - 37°C, se descart6 el sobrenadante y se lo lavé tres veces con BFS pH 7,
para eliminar las células plancténicas.(33)

Se agregaron 200 puL de cada detergente, preparado de acuerdo a lo
especificado por el fabricante (Tabla 1), y se coloco en agitador orbital durante
10 min a 37°C. Cada muestra se realizé por triplicado. Posteriormente, se

descart6 el sobrenadante, se lavo cada pocillo tres veces con 200 pL de BFS.

3.3.3.1. Cuantificacion de la masa de biopelicula con tincién con Cristal
Violeta (CV)

El CV interacciona con las cargas negativas de la superficie de la
matriz extracelular de la biopelicula, asi como también con la pared de las
células planctonicas. Tanto las células viables, las muertas y la matriz pueden
tefiirse con CV, por lo que esta tincion proporciona una medida de la cantidad
de masa de la biopelicula.(34)

Una vez tratados las biopeliculas con los detergentes, se afiadieron
200 pL de una solucion de CV al 1% a cada pocillo, se lavd el exceso de CV
dos veces con BFS y se fijé el colorante con 50 uL de etanol al 95% durante 15

min. La absorbancia se midié a 595 nm (33) (Figura 7).

Figura 7. Cuantificacion de la masa de la biopelicula con la
tincién con CV.

3.3.3.2. Cuantificacidon del metabolismo celular de las biopeliculas
mediante el ensayo del XTT
La inhibicibn de la biopelicula se midi6 indirectamente de forma

semicuantitativa colorimétrica usando un ensayo de reduccion de 2,3 bis (2

1
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metoxi-4-nitro-5 sulfofenil) 2H tetrazolio, 5 carboxanilida (XTT) y meta sulfato
de fenazina (PMS). El fundamento radica en la reduccion de la sal de tetrazolio
a su forma soluble en agua.(35) La absorbancia que arroja es indicativa de la
masa de células metabdlicamente activas. El ensayo permite la cuantificacion
de células viables tanto en biopeliculas como cultivos plancténicos.(36)

A las biopeliculas de las cepas clinicas S. aureus 9455 y S. aureus
771, se los traté con los detergentes mencionados en la Tabla 1 durante 10 y
20 min. A cada tiempo evaluado se descartd el sobrenadante, se enjuagé la
biopelicula tres veces, se agregaron 250 pL de la solucion del colorante
(XTT/PMS) y se incubd en oscuridad por un periodo de 3 h a 35°C. Ambos
reactivos (XTT/PMS) se diluyeron en 100 pL de DMSO (0,01% en la solucion
final) y las soluciones se realizaron en BFS a las concentraciones finales de
200 pg/mL (XTT) y 20 pg/mL (PMS). Se midi6 espectrofotométricamente a 490
nm (Figura 8).

Figura 8. Cuantificacion del metabolismo celular de las

biopeliculas mediante el ensayo del XTT.
3.4.Andlisis estadistico
Se realiz6 una estadistica descriptiva (media y desviacion estandar) de los
valores obtenidos en cada ensayo. Los graficos representan los resultados
expresados como media + desviacion estandar. Los datos fueron analizados
por comparacion de medias usando el test de t de Student con un nivel de
significancia del 95%. Las diferencias *p<0,05 y **p<0,1 fueron consideradas

significativas.

1
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4. RESULTADOS

4.1.Ensayo de la eficacia de los detergentes en cultivos planctonicos

Los resultados obtenidos, luego de tratar las suspensiones bacterianas
de las cepas clinicas S. aureus 9455 y E. coli cepa 1 con los distintos
detergentes en las condiciones indicadas por el fabricante se presentan en la
Tabla 2. Se pudo observar que, los detergentes que inhibieron en mayor
proporcion el crecimiento fueron el trienzimatico Sertex (D 3) y el no enzimatico
IQB (D 5). Mientras que, con el resto de los detergentes se obtuvieron
resultados similares al Control A, es decir, no se observo inhibicion.

No se encontr0 diferencia significativa entre el tratamiento con

detergente sélo y el detergente mas el neutralizante.

Tabla 2. Evaluacién de la actividad inhibitoria de detergentes en cultivos planctonicos.

Tratamiento S. aureus 9455 E. coli Cepa 1l
Log 10 UFC/mL Log 10 UFC/mL
Control A 5 5
Control B 5 -
D1 5 5
D1+N 5 -
D2 5 5
D2 +N 5 -
D3 3.45+2.2 3.17+3.3
D3+ N 2.85+0.7 -
D4 5 5
D4 + N 5 -
D5 0 0
D5+ N 248+ 4.4 -

Nota: los valores son media + desviacidn estandar. UFC: Unidades Formadoras de Colonias. Control A:
in6culo + CTS. Control B: inoculo + Neutralizante. N: neutralizante. D1: trienzimatico Adox. D2:
trienzimatico Lectus. D3: trienzimatico Sertex. D4: pentaenzimético Covidex. D5: no enzimético 1QB.

4.2.Ensayo de la eficacia de los detergentes en biopeliculas
4.2.1. Cuantificacion de la masa de biopelicula con la tincién con CV

Los resultados obtenidos, una vez tratados las biopeliculas de las cepas
clinicas resistentes a meticilina: S. aureus 9455 y 771, E. coli cepa 1, y las
cepas de referencia: E. coli ATCC 35218 y S. aureus ATCC 29213, mediante el

1
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ensayo con tincibn con CV, se expresan en la Tabla 3. En la Figura 9 se

representan los datos.

Tabla 3. Cuantificacion de la masa de biopelicula con la tincién con CV.

Tratamiento 0455 cI:Ee;zhl ATE&C§5||218 > a7u7r1eus Aib%];%%iB
Control 437+028  161+0.16 107+008 224+012  2.91+0.45
D1 226+0.36* 1304024 1.03+0.17 202+021  2.21+0.42
D2 279+074% 138+008 1104009 134+025* 215+0.41
D3 416+0.16 097+0.09* 106+026 206+020  2.60+0.10
D4 351+049 084+004* 071+005° 196+054 1.70+0.17*
D5 417+005 095+021* 102+0.12 149+020% 2.44+0.31

Nota: Resultados expresados como densidad optica. Los valores son media + desviacion estandar.
Control: BFS + in6culo bacteriano. D1: trienzimatico Adox. D2: trienzimético Lectus. D3: trienzimatico
Sertex. D4: pentaenzimético Covidex. D5: no enzimatico 1QB. Significancia respecto del control *p<0,05,
*%

p<0,1.

6
5
g 4
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+ " _
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S. aureus 9455 E. coli cepa 1 E. coli ATCC S.aureus 771 S. aureus ATCC
35218 29213
Cepas
HCONTROL @Dl D2 ®D3 D4 mD5

Figura 9. Cuantificacién de la masa de biopelicula con la tincion con CV. Control: BFS +
inoculo bacteriano. D1: trienzimatico Adox. D2: trienzimatico Lectus. D3: trienzimético Sertex.

D4: pentaenzimatico Covidex. D5: no enzimatico IQB. * = Significancia respecto del control.

De los datos obtenidos se pudo observar que, la cepa clinica S.aureus
9455 fue la mas formadora de biopelicula, en comparaciéon con las demas
cepas. En relacion a la actividad inhibitoria, el detergente trienzimético Lectus
(D 2) disminuy6 la biomasa de las cepas clinicas S. aureus 9455 (36%) y 771

1
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(40%), en forma similar el trienzimatico Adox (D 1) disminuyd S. aureus 9455
(48%), aunque no mostré eficacia sobre la cepa 771. El detergente
trienzimatico Sertex (D 3) redujo en forma marcada la biopelicula de la cepa
clinica de E. coli (40%), mientras que el detergente pentanzimético Covidex (D
4) disminuyo la biopelicula tanto de S. aureus (42%) como de E. coli (60% para
la cepa 1y 34% para la ATCC 35218), pero no de las cepas mas formadoras
de biopelicula. Por dltimo, el detergente no enzimatico IQB (D 5) redujo la
biopelicula de una cepa de E. coli (41%) y una cepa de S. aureus (34%),

ambas cepas clinicas.

4.2.2. Cuantificacion del metabolismo celular de las biopeliculas mediante el
ensayo del XTT

Los resultados obtenidos, una vez tratados las biopeliculas de las cepas
clinicas resistentes a meticilina: S. aureus 9455 y 771, con los distintos
detergentes durante 10 min, muestran la misma tendencia en ambas cepas,
disminuyendo el metabolismo celular.

D 5 disminuy6 la viabilidad celular en ambas cepas; seguido por D 4.
Los resultados se encuentran expresados en la Tabla 4 y graficados en la

Figura 10 y Figura 11.

Tabla 4. Cuantificacion del metabolismo celular de las biopeliculas mediante el ensayo del
XTT.

Tratamiento S. aureus 9455 S.aureus 771
Control 1.85+0.35 0.73 £ 0.08
D1 0.83+ 0.07** 0.27 £ 0.08*
D2 0.60+0.27* 0.26 £ 0.05*
D3 0.75+0.21* 0.46 + 0.07*
D4 0.35+ 0.03* 0.26 + 0.04*
D5 0.01+0.01* 0.0*

Nota: los valores son media + desviacion estandar. Control: BFS + in6culo bacteriano. D1: trienzimético
Adox. D2: trienzimatico Lectus. D3: trienzimatico Sertex. D4: pentaenzimatico Covidex. D5: no enzimatico
IQB. Significancia respecto del control *p<0,05, **p<0,1.

1
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Figura 10. Cuantificacion del metabolismo celular de las biopeliculas mediante el ensayo del
XTT en S. aureus 9455. D1: trienzimatico Adox. D2: trienzimatico Lectus. D3: trienzimatico

Sertex. D4: pentaenzimatico Covidex. D5: no enzimatico IQB. * = Significancia respecto del
control.
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Figura 11. Cuantificacion del metabolismo celular de las biopeliculas mediante el ensayo del
XTT en S. aureus 771. D1: trienziméatico Adox. D2: trienzimatico Lectus. D3: trienzimético

Sertex. D4: pentaenzimatico Covidex. D5: no enzimético IQB. * = Significancia respecto del
control.

No se observaron diferencias significativas en la viabilidad bacteriana
cuando se compararon los dos tiempos de contacto utilizados para los cinco
detergentes probados en S. aureus 9455. Los resultados se encuentran

graficados en la Figura 12.

En S. aureus 771, se encontrd diferencia significativa cuando fueron
tratados con los detergentes D 2 y D 4 en ambos tiempos de contacto, (Figura
13).

1
FARM. NATALIA B. SCALZADONA 26



TRABAJO FINAL INTEGRADOR |G

120
100
c
o)
S 80 e
o
5
3 60
(]
2 40
©
< 20
0 |
D1 D2 D3 D4 ps H10MIN
Detergente H20 MIN

Figura 12. Porcentaje de reduccion de viabilidad de S. aureus 9455 luego de 10 min (azul) de
contacto con el detergente y luego de 20 min (rojo) de contacto con el detergente. D1:
trienzimatico Adox. D2: trienzimatico Lectus. D3: trienzimatico Sertex. D4: pentaenzimatico

Covidex. D5: no enzimatico IQB.
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Figura 13. Porcentaje de reduccién de viabilidad de S. aureus 771 luego de 10 min (azul) de
contacto con el detergente y luego de 20 min (rojo) de contacto con el detergente. D1:
trienzimético Adox. D2: trienzimatico Lectus. D3: trienzimético Sertex. D4: pentaenzimatico

Covidex. D5: no enzimatico IQB. * = Significancia entre ambos tiempos.
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5. DISCUSION

En este estudio experimental se evaluo la eficacia de cuatro detergentes
enzimaticos y uno no enzimatico frente a distintas cepas de E. coli y S. aureus,
tanto clinicas como cepas de referencia, en la forma planctonica y en
biopeliculas. La eleccion de las cepas mencionadas se realizd considerando la
incidencia de estos microorganismos en patologias intrahospitalarias, y la
potencial contaminaciéon de productos médicos. Para esta ultima forma se
probd, ademdas, a dos tiempos de contacto con el detergente, al tiempo
indicado por el fabricante y a un tiempo superior.

Los reportes en cuanto a la efectividad de los detergentes enziméaticos o
no enzimaticos en biopeliculas son controvertidos, por lo que en este trabajo se
plante¢ la realizacion de un estudio comparativo.

Los resultados obtenidos al evaluar la actividad de los detergentes frente
a las bacterias en suspension indicaron que el detergente que caus6 mayor
inhibicion del crecimiento fue el no enzimatico, a diferencia de los resultados
publicados en el estudio de Da Costa Luciano y col.(26) en donde indican que
los detergentes enzimaticos fueron significativamente mas efectivos. Esta
diferencia puede deberse a que en el estudio mencionado se utilizaron otras
cepas, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 y Enterococcus faecalis ATCC
29212.

Ren y col.(25) realizaron ensayos sobre E. coli ATCC 25922 y Vickery y
col.(31) sobre una cepa clinica de E. coli, los resultados de estos estudios
indicaron que los detergentes no enzimaticos fueron mas efectivos que los
enzimaticos en la eliminacién de biopeliculas. Lo cual difiere con los resultados
obtenidos en este estudio ya que, tanto para la cepa clinica de E. coli como
para la cepa E. coli ATCC 35218, se observo que el detergente que produjo
mayor eliminacion de biopelicula era el pentaenziméatico (D 4). Esta diferencia
puede deberse a las distintas metodologias utilizadas.

Da Costa Luciano y col.(26) obtuvieron resultados similares a los del
presente estudio, concluyendo que los detergentes enzimaticos y los no
enzimaticos no logran erradicar las biopeliculas formadas por las bacterias.

Cabe destacar que se utilizaron bacterias y metodologias diferentes.
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De acuerdo a los ensayos de viabilidad celular realizados en este
estudio, se pudo observar que, todos los detergentes disminuyen la viabilidad
de manera significativa, siendo el detergente no enzimatico (D 5) el Unico que
la reduce por completo. Datos similares obtuvieron Fang y col.(30) que
indicaron que hubo diferencia significativa en la reduccion de viabilidad para
detergentes no enzimaticos; pero, a diferencia del presente trabajo, no
encontraron resultados significativos para detergentes enzimaticos.

Si bien se probaron tiempos de contacto diferentes, tanto en este estudio
como en el realizado por Ren y col.(25) se obtuvieron los mismos resultados,
no existen diferencias significativas después de tratar las biopeliculas con los
detergentes a diferentes tiempos de contacto.

Las condiciones experimentales con las que se trabajé en los distintos
ensayos de eficacia representaron el “peor caso”, es decir, se utilizaron
condiciones que en la practica presentan mayor dificultad para realizar la
limpieza. Asi, por ejemplo, se emplearon cepas clinicas de bacterias que
normalmente causan infecciones hospitalarias las cuales, ademas, son
formadoras de biopeliculas. Conjuntamente, no se realizd cepillado durante el
lavado, esto representd aquellos sitios de los productos médicos en los que,

debido a su forma, no es posible acceder con facilidad.
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6. CONCLUSIONES

Las bacterias dentro de las biopeliculas son resistentes a los
antimicrobianos hasta 1000 veces mas que aquellas que estan en suspension.
Distintos factores estan involucrados en la formacion de las biopeliculas: forma
del dispositivo, material del que esta fabricado, fluido con el que se encuentra
en contacto, pH, temperatura, etc.(30) Es por esto que, el lavado de productos
médicos previo a desinfeccion o esterilizacion debe estar validado y debe ser
realizado siguiendo protocolos escritos.

Las pruebas realizadas en bacterias en suspension mostraron que el
detergente trienzimatico Sertex (D 3) fue el mas efectivo dentro de los
detergentes enziméticos, siendo superado por el no enzimético IQB (D 5); esto
indicaria que los detergentes enzimaticos no poseen mayor efectividad que los
no enzimaticos.

De los resultados obtenidos se pudo concluir que ningun tipo de
detergente erradica biopeliculas, lo que puede generar una futura acumulacién
en sectores dificiles de friccionar; es por esto que la limpieza debe ser
realizada correctamente evitando asi la formacion de biopeliculas.

Comparando los distintos detergentes enzimaticos se obtuvo mejor
resultado con el pentaenzimatico (D 4), lo cual indicaria que la formulacién de
este ultimo contribuye a una mayor reduccion de biopeliculas.

Entre los detergentes trienzimaticos probados el que mostré mejores
resultados fue Lectus (D 2), aunque no fue significativamente superior a las
otras marcas.

La viabilidad celular se vio reducida frente a todos los detergentes
probados. D 5 redujo por completo la viabilidad, seguido de D 4. Si bien todos
reducen la viabilidad, ninguno erradica las biopeliculas, por lo que es
fundamental el desarrollo de nuevos detergentes.

Los ensayos realizados a distintos tiempos indican que no es necesario
utilizar tiempos superiores a los especificados por el fabricante ya que no
ofrecen mejores resultados.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos acerca de los distintos

detergentes es que se destaca la necesidad de concientizar al personal acercar
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de la importancia de realizar el trabajo correctamente, actualizar los
procedimientos de acuerdo a las nuevas bibliografias y validar los procesos

gue se llevan a cabo.
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7. GLOSARIO

o Adsorcion: fendmeno por el cual un sélido o un liquido atrae y retiene en
su superficie gases, vapores, liquidos o cuerpos disueltos.

o Anfétero: sustancia que puede reaccionar ya sea como &cido o base.

o Biopelicula: ecosistema microbiano organizado, conformado por una o
varias especies de microorganismos asociados a una superficie viva o inerte,
con caracteristicas funcionales y estructuras complejas.

o Catalizador: Que acelera o favorece una reaccion quimica sin participar
en ella.

o Cavitacién: proceso por el cual los bolsillos de aire implosionan
(revientan hacia adentro) liberando particulas de suciedad o restos de tejidos.

o Desinfeccion: es el proceso por el cual se mata o se destruye la mayoria
de los microorganismos patdgenos, con la excepcion de los esporos
bacterianos. Los desinfectantes son usados sobre objetos inanimados.

o Esterilizacién: en el ambito sanitario es un proceso disefiado y validado
para eliminar la carga microbiana, tanto en forma vegetativa como
esporulada, presente en un dispositivo médico, asegurando su esterilidad con
una probabilidad de 10.

o Hidrdfilo: sustancia que tiene afinidad por el agua.

o Hidréfobo: aquellas sustancias que son repelidas por el agua.

o Inéculo: cantidad de bacterias que son introducidas en un medio de
cultivo particular.

o Limpieza: proceso que elimina la suciedad orgénica e inorganica, o
cualquier otro material extrafio.

o Patégeno: microorganismo que causa o produce enfermedad.

o Tensioactivo no iénico: tensioactivo que no contienen grupos funcionales

disociables (ionizables) y, por lo tanto, no se disocian en el agua en iones.

o Tension superficial: cantidad de energia necesaria para aumentar la

superficie de un liquido por unidad de area.

1
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Anexo N° 8: Resolucion Ministerio de Salud de la Nacion 1547/2007.
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