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Resumen:

Las enfermedades transmitidas en los ambientes odontoldgicos constituyen un
problema relevante en salud publica a nivel mundial; incluyendo en su etiologia
microorganismos oportunistas. Estos pueden adherirse féacilmente a distintas
superficies de trabajo (mesadas, pisos, canillas, platinas de equipos odontologicos)
desarrollando rapidamente la formacion de biopeliculas contaminantes (estructuras
que contienen polisacaridos que originan una malla viscosa que permite la adhesion
de otros gérmenes oportunistas). Las bacterias instaladas en la pelicula son menos
sensibles a desinfectantes que las planctonicas (libres o inmersas en un medio
liquido). Entre los microorganismos oportunistas mas frecuentes que se adhieren a
diferentes sustratos figuran: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumanii y Aspergillus fumigatus. El objetivo general de
esta investigacion fue estudiar y comparar la accion microbicida del monopersulfato
de potasio y el hipoclorito de sodio sobre los cinco microorganismos. Para
cumplimentar el objetivo se utilizd in-vitro el método de dilucion neutralizacion
(A.F.N.O.R), para analizar el efecto microbicida del hipoclorito de sodio y el
monopersulfato de potasio en cada unidad muestral (4 bacterias y 1 hongo). Las
variables consideradas fueron: suspension bacteriana/ flingica, desinfectante y
neutralizante. Los resultados obtenidos indicaron que el hipoclorito de sodio
desarroll6 accidn microbicida en todas las cepas, mientras que el monopersulfato de
potasio presentd solo accidon bactericida. Respecto a la accion fungicida del
monopersulfato de potasio no hubo coincidencia con las indicaciones del fabricante
en relacion al tiempo de exposicion, lograndose el efecto a las 10 horas de contacto.
El conocimiento del mejor desinfectante en cada instancia particular; su accion;
concentracion; tiempo de exposicion; técnica; almacenamiento y el control de las
indicaciones del fabricante optimizan los resultados esperados.

Palabras clave: ambientes odontolégicos, microorganismos, desinfectantes,
dilucion, neutralizacion.

Abstract:

Diseases transmitted in dental environments constitute a relevant problem in public
health worldwide; including in its etiology opportunistic microorganisms. Those can
easily adhere to different work surfaces (countertops, floors, faucets, dental
equipment plates) developing the formation of contaminating biofilms (structures
which contains polysaccharides and originates a viscous mesh that allows the
adhesion of others opportunistic germs). Bacterias installed in that film are less
sensitive to disinfectants than planktonics (free or immersed in a liquid medium).
Most frequent opportunistic microorganisms that adhere to different substrates are:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumanii and Aspergillus fumigatus. The general objective of this research was to
study and compare the microbicidal action of potassium monopersulfate and sodium
hypochlorite on those five microorganisms. To complete the objective, the



neutralization dilution method (A.F.N.O.R) was used in-vitro to analyze the
microbicidal effect of sodium hypochlorite and potassium monopersulfate in each
sample unit (4 bacterias and 1 fungus). All the variables considered were: bacterial /
fungal suspension, disinfectant and neutralizing. The results obtained indicated that
sodium hypochlorite developed a microbicidal action in all strains, while potassium
monopersulfate showed only bactericidal action. Regarding fungicidal action of
potassium monopersulfate there was no coincidence with manufacturer's indications
in relation to exposure time, and the effect was achieved after 10 hours of contact.
Knowing the best disinfectant in each particular instance; its action; concentration;
exhibithion time; technique; Storage and control of manufacturer's indications
optimize the expected results.

Key words: Dental environments, microorganisms, disinfectants, dilution,
neutralization.
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1-Marco teorico

Los ambientes de salud actian como reservorios y fuentes de infecciones facilmente
trasmisibles. Los factores ambientales que predisponen al contagio son
generalmente: la carga organica suspendida en el aire, el agua sanitaria que entra en
contacto directo con el paciente, el personal de salud, los dispositivos y/o
aparatologias médico-odontologicas, las diferentes superficies (mesadas, pisos,
azulejos, salivaderas, piletas entre otros) y los instrumentos que toman contacto con
la piel y mucosas del paciente.

Existen ciertos patdgenos que estdn asociados con las diferentes formas de
transmision y el reservorio ambiental, y otros que son microorganismos
multirresistentes que también se asocian al medio ambiente.

En la practica odontologica el profesional, auxiliares y los pacientes, se encuentran
asociados a una amplia variedad de especies de microorganismos patdogenos, que
causan infecciones en la cavidad oral o a nivel sistémico. Los medios transmisores
de infeccion son la saliva, el fluido gingival, la sangre y el aire. Este ultimo,
considerado un factor de riesgo por la posible diseminaciéon de los aerosoles
microbianos transportados, generalmente a las vias aéreas respiratorias (2

En la consulta y/o practica odontoldgica, los microorganismos pueden ingresar por
las siguientes vias: cortes, erosiones en la piel, instrumentos cortantes o punzantes,
membranas mucosas (de la boca, nariz y ojos), inhalacion e ingestion.

Entre los medios de transmision de microorganismos mads frecuentes se encuentran el
aire y las particulas inertes como el polvo, gotas de agua, y otros; que sirven como
medio de transporte de la microbiota presente, hacia las diferentes superficies.

La infeccion de estos microorganismos oportunistas requiere la presencia de una
serie de condiciones conocidas como “cadena de infeccion”. Para ello, tendra que
existir un huésped susceptible (individuo infectado), capacidad de virulencia
suficiente del germen y una puerta de ingreso que le permita al organismo vivo tomar
contacto con el huésped susceptible. Por ende, es imprescindible que se tomen todas
las medidas de bioseguridad indicadas para evitar la transmision de infeccion.

La Odontologia como ciencia de la salud humana ejerce un rol importante en el
mantenimiento del estado de salud de los pacientes.

Las evidencias muestran que la relacion existente entre el estado de salud bucal e
integral repercute en la calidad de vida de un individuo. La mayoria de las
enfermedades de origen bucal pueden ser controladas mediante medidas preventivas:
las que derivan de los diagnosticos tempranos y las relacionadas con el cumplimiento
de las normas de bioseguridad. Las mismas, no s6lo disminuirian la aparicion de una
enfermedad bucal sino también sistémica. En éste item, no pueden dejarse de lado a
las infecciones cruzadas contraidas en los lugares de atencion > Por ende, no solo es



importante el control atinente al paciente, sino también al medio ambiente en el que
se realizan las practicas odontologicas.

Para poder comprender las infecciones  transmisibles en los consultorios
odontologicos, de ambitos publicos como privados, se definirdn algunos conceptos
tales como ecosistema bucal, infeccion cruzada y vias de transmision .

1.1- Ecosistema bucal

El ecosistema bucal es un sistema abierto, formado por una comunidad compleja,
dindmica e interrelacionada de microorganismos que comparten un mismo habitat,
del que participan constituyentes bidticos y abidticos.

Dicho ecosistema estd conformado por diferentes microambientes con distintas
propiedades: piezas dentarias, mucosas, saliva, lengua, cuerpos extrafios, humedad
constante de 37° C° pH neutro, potencial redox variable y abundante suministro
nutricional. Cada microambiente es colonizado por diversos tipos de
microorganismos definidos segun los estilos de vida de cada una de las especies.

La microbiota bucal es muy rica y compleja, en ella se hallan mas de 500 especies
bacterianas agrupadas en veintidés géneros, cuya minoria representan a los
patogenos potenciales que se desenvuelven de acuerdo a sus mecanismos de
virulencia ©%).

Las especies microbianas se encuentran organizadas en comunidades de poblaciones
que cohabitan en un lugar y tiempo determinado, pudiendo dar origen a redes
troficas. Las comunidades mas conocidas son las que pertenecen a la microbiota
supragingival y subgingival. La primera caracterizada por la presencia de cocos
Gram positivos aerobios facultativos y la segunda representada por bacilos Gram
negativos anaerobios estrictos. Las antes mencionadas constituyen biopeliculas que
se adhieren sobre las distintas superficies del sistema estomatognatico pudiendo
atraer a otras especies patdgenas oportunistas del medio interno o externo (7).

En consecuencia, la permanente manipulacion de instrumental, materiales y otros
elementos en la atencion odontologica asi como el medio ambiente (salivaderas,
foco del sillon odontologico, mesadas, piletas contaminadas con la carga organica de
la saliva, sangre y pus, el aire entre otros); el transito permanente de pacientes, sus
acompafiantes, hacen que los consultorios odontologicos predispongan a las
contaminaciones cruzadas. Por ello, es de fundamental importancia, que no sélo se
apliquen las normas de Bioseguridad sino también que los productos para la
desinfeccion del instrumental y el medio de trabajo sean correctamente
seleccionados.

1.2- Infecciones cruzadas



En el transcurso de las practicas odontologicas, el personal clinico (profesionales -
auxiliares) y los pacientes, se encuentran expuestos a gran variedad de
microorganismos susceptibles a infecciones exogenas y enddgenas. Las exdgenas
también son conocidas como infecciones cruzadas, causadas por agentes de la propia
flora del paciente ®.

En Odontologia, la transmision de infecciones se produce a través de los fluidos
organicos mas frecuentes como son la saliva, el fluido gingival y la sangre; a los
que se suma el aire del ambiente y las superficies, que en ocasiones pueden albergar
ciertos patogenos durante un largo periodo de tiempo, tal como el Mycobacterium

tuberculosis, Staphylococcus aureus, Aspergillus ssp, entre otros ©10,

En sintesis, durante la atencion odontologica se constituye una situacion de riesgo.

1.3- Fuentes de transmision

A través de este medio de transmision se pueden enumerar diferentes reservorios y
fuentes como:

e Humanos: Cuando un paciente estd colonizado por gérmenes patdgenos
facilmente transferibles, el contacto con el personal de salud puede ser una
importante via de contagio, ya que se puede transferir la microbiota
oportunista causando una infeccion cruzada. Con respecto al personal de
salud, el reservorio mas frecuente es la piel, que puede contener gérmenes
nosocomiales, como el S. aureus o Mycobacterium tuberculosis.

e No humanos: las diferentes superficies y los sistemas de ventilaciéon son
fuentes importantes de microorganismos infectantes (Aspergillus spp,
Legionella). Otros gérmenes como P. aeruginosa, alcaligenes, etc) se pueden
transmitir a través del agua.

e Las paredes y pisos también pueden albergar microorganismos oportunistas,
sobre todo cuando acumulan suciedad. La mayoria de los patégenos mas
habituales en los ambientes de salud, pueden sobrevivir en superficies
inanimadas secas desde horas hasta meses. Entre las especies mas frecuentes
se puede mencionar al E. coli, y klebsiella spp.

e A través de vectores: en los ambientes de salud de alto transito de personas,
los vectores mas importantes son los trabajadores de salud, los pacientes y sus
acompafiantes. Siendo el reservorio mas importante la piel.

e El instrumental médico-odontolégico puede contaminar mediante su uso,
sobre todo durante su lavado, desinfeccion y esterilizacion incorrecta o
cuando queda depositada la humedad.



e Fluidos orgénicos: tal como la sangre, saliva y pus, también pueden actuar
como reservorios y portadores de diferentes tipos de gérmenes.

1.3.1- Modos de transmision

e Por contacto: es la forma mas frecuente. El contacto con la piel y las grandes
gotas respiratorias que pueden viajar a escasos metros de distancia. Dentro de
los microorganismos que se transmiten por esta via podemos mencionar la V.
meningitidis, adenovirus, y parainfluenza.

e Fecal: en ocasiones se pueden transmitir infecciones causadas por E. coli,
Pseudomonas spp, C. difficile, Rotavirus y Enterobacter spp.

e Via aérea: consiste en la diseminacion de infecciones a través de pequefias
gotitas que pueden permanecer en el aire durante largos periodos de tiempo.
Por ej. El Bacilo tuberculosis.

e Aire ambiental: puede contener algunos microorganismos o formas
esporuladas altamente contaminantes, tal como esporas flngicas y
Legionella.

e Via sanguinea: esta forma de transmision puede realizarse a través de las
transfusiones sanguineas o riesgo por accidentes. Este fluido orgénico puede
transmitir infecciones causadas por virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), virus de la hepatitis B (VHB), bacterias y parasitos 4-11-12-13),

Por todo lo citado anteriormente, se puede considerar que el espacio odontologico
expone permanentemente a los profesionales, auxiliares y a los propios pacientes al
contagio de microorganismos oportunistas, potencialmente patdogenos. Las
infecciones mas frecuentes en este medio son: tuberculosis, neumonia, Virosis,
aspergilosis, candidiasis, entre otras (Cayoén M, y colab. 2016).

Entre las estrategias para el control de las infecciones se encuentran:

e Lavado de manos y utilizacion de guantes.

e Proteccion contra aerosoles y salpicaduras.

e Limpieza y desinfeccion de las superficies de trabajo.

e Limpieza, desinfeccion y esterilizacion del instrumental.
e Gestion de residuos y deshechos controlados.

Para la desinfeccion los productos mas utilizados en el area de bioseguridad son el
hipoclorito de sodio y el glutaraldehido. No existe ain suficiente evidencia cientifica
sobre la eficacia del efecto microbicida del monopersulfato de potasio; sustancia
quimica relativamente nueva en el mercado nacional. Por lo tanto, es de suma



importancia que en los diferentes lugares de atencion odontoldgica se implemente un
adecuado protocolo de desinfeccion y normas de bioseguridad que garanticen la
calidad del area de trabajo.



2-Introduccion

Las enfermedades transmitidas en los ambientes de atencion médico/odontoldgicos,
han sido reconocidas como un importante problema de salud publica mundial. La
mayoria son causadas por lo llamados microorganismos oportunistas que se instalan
en el individuo en determinadas ocasiones , donde juegan un rol importante los
diferentes factores ambientales como la humedad, el polvo, la utilizacién de
aerosoles, el transporte de organismos vivos por otra persona, el agua utilizada y la
mala desinfeccion o esterilizacion del instrumental empleado en las distintas
prestaciones.

Los microorganismos se pueden adherir facilmente a distintas superficies de trabajo
como por ejemplo; mesadas, platinas de los equipos odontoldgicos, pisos, canillas,
desarrollando répidamente la formacién de una biopelicula contaminante. Dicha
estructura, contiene polisacaridos que dan origen a una malla viscosa la cual permite
la adhesion de otros gérmenes oportunistas. Las bacterias instaladas en la pelicula
suelen ser mas resistentes a la accion de ciertos desinfectantes en comparacion con
las que se encuentran en estado planctonico (libres o inmersas en un medio liquido).

Entre los microorganismos oportunistas mas hallados que se adhieren a diferentes
sustratos, se encuentran: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumanii y el Aspergillus fumigatus.

2.1- Microorganismos oportunistas

2.1.1- Staphylococcus aureus:

Es una bacteria cocoidea en forma de racimo que pertenece a la familia
Staphylococaceae. Es un coco Gram positivo cuyo tamafio oscila entre 0,8 a 1 micra
de diametro, es inmovil, anaerobio facultativo y coagulasa positivo. Algunas cepas
poseen una capsula externa mucoide que aumenta su capacidad virulenta. Sus
hospedadores son los humanos y animales de sangre caliente. Pueden sobrevivir en el
ambiente durante semanas, en amplios periodos en tejidos y organos de animales,
durante dias en la piel del individuo, en el suelo y en la superficie de objetos
metélicos y de vidrio 1419

Esta bacteria se localiza en procesos infecciosos de diferentes tipos en los que se
comporta como una especie patdogena o formando parte de la microbiota de los
individuos que la portan. Es la especie mas patogena del género y presenta diversos
mecanismos de virulencia para ejercer dano en los tejidos del huésped. Algunos
grupos de personas son mas propensas a ser colonizadas por el Staphylococcus
aureus, como el personal de la salud, existiendo evidencia de mas de un 50 % de
portacion nasal. Las vias de transmision de la especie mencionada suelen ser por
contacto con personas, animales o elementos contaminados (instrumentos,
superficies, etc). Entre las vias de entrada se mencionan heridas y mucosas, la



inoculacién accidental por accidentes o cortes con objetos contaminados y
mordeduras de animales (4'¢17 Es frecuente que de origen a una enfermedad
nosocomial, afectando los pulmones, huesos (osteomielitis), el corazén y el cerebro,
ya que se disemina por via hematdgena. Pueden ocasionar infecciones locales de la
piel y las mucosas (impétigo, foliculitis, forunculosis, conjuntivitis, etc.), e
infecciones internas que se complican en individuos inmunodeprimidos, pudiendo
producir endocarditis, meningitis, artritis séptica y neumonia que pueden llegar a ser
mortales (%,

2.1.2-Pseudomonas aeruginosa:

Constituyen un género especifico dentro del grupo de los bacilos Gram negativos.
Poseen la particularidad de desplazamiento sobre diferentes sustratos, mediante
flagelos, lo que les facilita su dispersion por diferentes ambientes. Esta bacteria
posee un metabolismo muy activo, a partir del cual se genera una matriz de
polisacaridos, que posee un antigeno capaz de una transferencia de genes horizontal,
insercion microsomal, conversion lisogénica, conversion gendémica, mediante las
sefales quimicas de “Quoérum sensing”. Todas estas propiedades, facilitan a los
flagelos movilizarse sobre las diferentes superficies, con la consecuente formacion de
una pelicula adherente (9.

Pseudomonas spp. presenta gran resistencia en los ambientes hiimedos pudiendo
causar infecciones en huesos, sangre, pulmones, ojos, tracto urinario y valvulas
cardiacas. Los pacientes diabéticos e inmunocomprometidos, poseen un alto riesgo
de adquirir este tipo de infecciones en los ambientes de salud @,

2.1.3-Acinetobacter baumannii:

Al género Acinetobater 1o componen cocobacilos Gram negativos, no fermentativos,
aerobios estrictos. Se han reportado 33 especies dentro de este género bacteriano.
Entre las especies que pueden producir enfermedad en los humanos se identificaron
acinetibater baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter haemolyticus,
Acinetobacter junii, Acinetobacter nosocomialis entre otras @n

La mayoria de las especies de este género son microorganismos que se encuentran en
el ambiente (agua, plantas, vegetales, suelo) e incluso en la microbiota normal de la
piel humana. Ciertos autores han reportado que el 31% del personal de salud es
portador de bacilos gran negativos en la piel de sus manos, tal como el 4. baumanni.,
pudiendo contribuir en la transmision de las infecciones cruzadas. Esta especie de
Acinetobacter, se considera un microorganismo de baja virulencia, excepto en
pacientes inmunocomprometidos.

Diferentes investigadores refieren haber observado casos por A. baumannii
multirresistente en un 38,7% ; dicha transmision fue asociada al uso de guantes y
batas del personal de salud. En un 4,5% se hallaron en las manos de los prestadores



de salud luego de la remocion de los guantes. También ha sido reportada la sobrevida
de este microorganismo por periodos mayores a 25 dias sobre superficies secas @2,

Otro tipo de reservorio donde ha sido encontrada esta especie bacteriana fue en
equipos de ventilacién, humidificadores y  colchones de salas de pacientes
hospitalizados. Este microorganismo presenta multirresistencia en un alto
porcentaje cuando quiere ser erradicado del medio ambiente.

Las enfermedades que mas se pueden asociar con el A. baumannii son la neumonia, y
meningitis con derivaciones ventriculares externas e infecciones en piel y tejidos
blandos en pacientes quemados 2329,

2.1.4-Escherichia coli:

Este tipo de bacteria se caracteriza por pertenecer al grupo de los bacilos Gram
negativos. Un elemento a tener en cuenta de su morfologia, son las fimbrias, que
actian como elementos de locomocion y particularmente de adhesion a diferentes
sustratos. Posee la capacidad de intercambiar material genético por medio de
elementos moviles tales como plasmidos y bacteriofagos, que le permiten adaptarse a
diferentes medios. Algunos autores reportan que dichos elementos contribuyen a la
aparicion de agentes patdgenos con mayor virulencia, supervivencia ambiental y
persistencia en los sistemas alimentarios ®®. E. coli junto con Pseudomonas
influyen negativamente en la calidad de los ambientes clinicos cerrados y de alto
transito de pacientes.

2.1.5-Aspergillus fumigatus:

En los ultimos afios, las micosis o enfermedades originadas por los hongos han ido
en aumento. La susceptibilidad de los individuos a este tipo de infecciones es
originada por el uso de inmunosupresores potentes y esteroides por tiempo
prolongado. El Aspergillus spp es una clase de hongo o moho de tipo filamentoso
que se encuentran en el medio ambiente. Las temperaturas calidas y la humedad
favorecen el desarrollo de este microorganismo. Pueden ser varias las especies de
Aspergillus capaz de causar enfermedades pulmonares, siendo los mas frecuentes A.
fumigatus, A. flavus y A. terreus.

La aspergilosis se encuentra entre las infecciones fingicas de facil transmision que
puede causar lesiones en la cavidad bucal como a nivel sistémico @,

Es considerada una de las micosis frecuentes en lugares de alto transito de pacientes
e instituciones de atencion publica.

Una de las formas de contagio frecuente de este tipo de hongo es en ambientes
laborales por inhalacién de las conidias contenidas en el esputo que son rapidamente

captadas por las células epiteliales de las vias aéreas y los macrofagos alveolares 7
28-29)



Desde el punto de vista clinico son diversas las formas de aspergilosis que pueden
observarse, entre éstas se destacan: la broncopulmonar alérgica, las formas invasivas
en las vias aéreas, las formas cutdneas extrapulmonares y/o las diseminadas %),

2.2-Desinfeccion

Se entiende por desinfeccion a la accion de sustancias quimicas (desinfectantes) que
se aplican sobre material inerte, para la destruccion de los diferentes organismos
vivos capaces de causar enfermedades. El vehiculo utilizado para disolver los
diferentes desinfectantes es el agua. No todos los desinfectantes poseen la accion de
destruccion sobre los diferentes patdgenos. Por ello son importantes los pasos
previos; estos eliminan a los microorganismos mediante diferentes procesos:
coagulacion, sedimentacion o filtracion.

2.2.1- Factores a tener en cuenta en la accion v el uso de los desinfectantes:

a- Concentracion del desinfectante:

La concentracion varia de acuerdo al tipo de desinfectante que se utiliza, sin embargo
es importante tener en cuenta que esta propiedad es inversamente proporcional al
tiempo de exposicion: cuanto mayor sea la concentracion, menor tendrd que ser el
tiempo de exposicion. Este factor puede estar relacionado a la muerte de los
microorganismos, ya que en ciertos productos, las concentraciones muy pequefias, no
causan la destruccion de la microbiota total.

b- pH.:

Es otra de las causas que condicionan la accidon de los agentes quimicos. Este factor
determina el grado de disociacion del producto quimico actuante, teniendo en cuenta
que la mayoria de los productos atraviesan mas facilmente las paredes y membranas
plasmaticas de los microorganismos, cuando se encuentran en un estado quimico
liposoluble no ionizable o no disociado.

2.2.2- Dianas celulares de accidn de los desinfectantes:

Los desinfectantes se seleccionan de acuerdo al sustrato sobre el que sera aplicado y
de acuerdo al grado de actividad selectiva sobre el mismo y a la microbiota que se
desea combatir. Para ello se tendran que considerar las diferentes “dianas celulares”
sobre las que actian los distintos agentes quimicos a utilizar. Las principales son:

a- Pared celular: es la encargada de proteger la integridad de los
microorganismos y mantener en cierta forma su supervivencia. En ella se
pueden encontrar ciertas sustancias como los lipolisacaridos y



fosfolipidos estabilizados por medio de iones de calcio (Cat+) y
magnesio (Mg++). Estos elementos se integran a un grupo de proteinas y
otras sustancias de acuerdo al microorganismo que integren. Por lo tanto
para que un desinfectante pueda ser bien absorbido o repelido por la carga
eléctrica de la membrana dependera de su estado de disociacion.

b- Membrana citoplasmatica: algunas sustancias simples pueden atravesar
esta estructura lipoproteica por el mecanismo de difusion pasiva. Otras,
utilizaran el transporte activo. La mayoria de los desinfectantes mas
utilizados en Odontologia como los fenoles, los derivados del amonio
cuaternario y las bisguanidas entre otros, producen fisuras a nivel de los
compuestos de bajo peso molecular causando la desnaturalizacion
proteica y la lisis celular.

c- Metabolismo energético: ciertos desinfectantes actuan sobre el Adenosin
Tri Fosfato (ATP) inhibiendo su sintesis. Por este motivo, se produce un
desequilibrio de los procesos oxidativos y por ende se impide el
suministro energético colapsando su metabolismo.

d- Citoplasma y nucleo: algunos productos quimicos interfieren a nivel
enzimatico o proteico, mientras que otros como los oxidantes o
alquilantes pueden actuar sobre el dacido Ribonucleico (ARN) o
desorribonucleico (ADN). En el primer caso inhiben la sintesis de
proteinas y en el segundo alteran la reproduccion celular.

e- Esporos: ciertas bacterias poseen en su pared celular el acido dipicolinico
lo que genera una importante resistencia a los desinfectantes en
comparacion con las formas vegetativas. Algunos agentes quimicos
oxidantes como las formas cloradas son capaces de desestabilizar este
compuesto en los esporos. Son pocos los desinfectantes con efecto
esporicida, como sucede con los derivados de los amonio cuaternarios o
fenoles. Sin embargo, pueden poseer un efecto sobre la viabilidad en
algunos estadios del ciclo esporogénico de ciertas bacterias; siendo tres
las areas sobre las que pueden causar un efecto inhibitorio o letal:

e Durante las diferentes fases de la esporulacion.

e Sobre el esporo maduro como el glutaraldehido, formaldehido, hipoclorito de
sodio y el didxido de etileno.

e Durante la germinacion y/o el crecimiento. Ej fenoles y cresoles.

En los hongos el mecanismo de accion se relaciona selectivamente con la actividad
enzimatica y la pérdida de ergosterol en la membrana celular fingica.



Sobre los virus el mecanismo de accidon es mas dificil de estudiar. Algunos
desinfectantes pueden actuar sobre la envoltura lipidica como es el caso de
herpesvirus, paramixovirus y orthomyxovirus ¢!-2),

Los desinfectantes con propiedades lipofilicas son activos sobre las envolturas
virales. El cloro, los derivados de yodo, los agentes oxidantes, el glutaraldehido, los
acidos y alcalis fuertes, son activos sobre la mayoria de los virus.

2.2.3-Inactivacion v neutralizacion de los desinfectantes

Los antisépticos y desinfectantes son sustancias quimicas capaces de eliminar los
microorganismos patdégenos. Para que esta accion sea eficaz se debe desarrollar en un
breve periodo de tiempo y su accidon debe ser bactericida. Para valorar la actividad de
un antiséptico o desinfectante, se determina su concentracion minima bactericida
(CMB). Para ello, los procedimientos mas utilizados son los tests in vitro
cuantitativos con microorganismos en suspension y entre ellos el método de dilucion-
neutralizacion. Este se aplica para la valoracion de antisépticos y desinfectantes para
los que son necesarios neutralizantes. La CMB es la minima concentracion de
desinfectante ensayada capaz de reducir en 5 unidades logaritmicas (10°) una
suspension de bacterias en 5 minutos de contacto con el desinfectante a 20° C
(3, De acuerdo con las técnicas normalizadas (AFNOR 1997; AFNOR 1995)
para el método de dilucion-neutralizacion se parte de una suspension bacteriana
que debe contener entre 1 x 108 y 3 x 108 bacterias/ml G4,

2.3- Hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio (NaCLO) es un compuesto oxidante de rdpida accion
utilizado a gran escala para la desinfeccion de superficies, de equipos y de mesas de
trabajo resistentes a la oxidacion, de ropa hospitalaria y del agua. También, para
descontaminar salpicaduras de sangre y eliminar olores. Los equipos o muebles
metalicos tratados con cloro, tienden a oxidarse rapidamente en presencia de
hipoclorito de sodio.

El hipoclorito de sodio es comercializado en una solucion clara de ligero color verde-
amarillento y un olor caracteristico. Como agente blanqueante de uso
doméstico normalmente contiene 5-6.5% de hipoclorito de sodio (con un pH de
alrededor de 11, es irritante y corrosivo a los metales). Cuando el hipoclorito se
mantiene en su envase a temperatura ambiente y sin abrirlo puede conservarse
durante 1 mes. Al haberse utilizado para preparar soluciones se recomienda
su cambio diario. Entre sus muchas propiedades se incluyen la amplia y rapida
actividad antimicrobiana, relativa estabilidad, facil uso y bajo costo.



El hipoclorito es letal para varios microorganismos, virus y bacterias vegetativas. Es
menos efectivo contra esporas bacterianas, hongos y protozoarios. La actividad del
hipoclorito se ve reducida en presencia de iones metalicos, biocapas, materiales
orgénicos, bajo pH o luz UV. Las soluciones de trabajo deben ser preparadas
diariamente. El cloro comercial que contiene 5-6% que serd utilizado para la
desinfeccion de superficies, debe ser diluido 1:10 para obtener una concentracion
final de aproximadamente 0.5% de hipoclorito. Cuando se quieren desinfectar
liquidos que pueden contener material organico, debe prepararse una concentracion
final de 1% de hipoclorito ¢>3®. Al disponerse facilmente de éste quimico, se utiliza
asiduamente  en unidades hospitalarias. Los fabricantes presentan diferentes
indicaciones y presentaciones respecto al producto.

Cualquier concentracion puede ser utilizada para obtener una solucion de hipoclorito
diluida empleando la siguiente formula:

Formula: | % de hipoclorito de sodio concentrado

-1
% de hipoclorito de sodio deseado

Ejemplo: | 4.5%
Jemp e -1=9-1= 8 partes de agua por parte de Hipoclorito de sodio

05%

Por ejemplo para preparar una solucion 0.5% a partir de una 4.5% de hipoclorito de
sodio se utilizaran 8 partes de agua con 1 parte de hipoclorito de sodio.

Donde "parte" puede ser utilizado para cualquier unidad de medida (litro, mililitro,
galones u otros) como medidor puede emplearse una taza, frasco o cualquier
envase. En paises de habla francesa la cantidad de hipoclorito se expresa como
"grados de cloro". Un grado de cloro = 0.3% de cloro activo ©°).

El cloro es uno de los elementos mas ampliamente distribuidos en la tierra. No se
encuentra en un estado libre en la naturaleza, pero existe en combinacidon con el
sodio, potasio, calcio, y magnesio. En el cuerpo humano, los compuestos de cloro
son parte de la defensa inmune no especifica. Se generan por los neutroéfilos a través
de la cloraciéon de mieloperoxidasa mediada por un compuesto nitrogenado o un
conjunto de compuestos. El compuesto activo del hipoclorito es el cloro el cual en
todas las soluciones de hipoclorito se denomina “cloro libre”. El hipoclorito de sodio
es el irrigante de eleccion durante los tratamientos de conductos radiculares debido a
su eficacia contra los microorganismos patdogenos y la degradacion del material
organico, tejido necrdtico y efecto bactericida. Como irrigante en endodoncia se
utiliza actualmente como soluciéon en concentraciones que van del 1% al 5,25%,



entre las mas comunes; aunque se han reportado concentraciones de hasta 10%. Las
soluciones comerciales de 5,25% de NaCLO son de uso frecuente ©7. Es un
compuesto halogenado utilizado como un agente proteolitico no especifico capaz de
eliminar magnesio e iones de carbonato. Se han publicado efectos indeseables de la
solucion como el citotdxico (accidentes graves al ser inyectado en los tejidos vivos),
corrosion del metal, olor desagradable y eliminacién de la parte orgénica de la capa
de barro dentinario. Tiene capacidad de penetracion en los tubulos dentinarios de 77
a 300 micras. Hallazgos de distintos autores describen que el hipoclorito puede
eliminar a los microorganismos en cuestion de segundos, incluso a bajas
concentraciones. Otros autores mencionan tiempos considerablemente mas largos
para la muerte de las mismas especies.

Fue producido por primera vez en 1789 en Javel (Francia), haciendo pasar gas cloro
a través de una solucion de carbonato de sodio. El liquido resultante conocido como
"Eau de Javel" o "agua de Javel" era una solucion diluida de hipoclorito de sodio.
Este proceso no fue muy eficiente y se buscaron métodos de produccion alternativos.

Uno de los métodos implicd la extraccion de cal clorada (conocido como polvo de
blanqueo) con carbonato de sodio para producir bajos niveles de cloro disponible.
Este método se utiliza habitualmente para producir soluciones de NaCLO para su uso
como un antiséptico hospitalario que se vende bajo los nombres comerciales "Eusol"
y "solucién de Dakin." El hipoclorito de sodio como una soluciéon tamponada al 0,5%
se recomendo para la irrigacion de heridas durante la Primera Guerra Mundial.

El mecanismo de accion ha sido ampliamente estudiado y se da cuando se contactan
las proteinas del tejido y el NaCLO. En esta reaccion en corto tiempo se forma
formaldehido y nitrogeno. Los enlaces peptidicos se rompen para disolver las
proteinas. Durante este proceso el hidrogeno en los grupos amino (NH) se sustituye
por el cloro (NCI). La formacion de cloraminas desempefian un papel importante
para la eficacia antimicrobiana. Por lo tanto, el tejido necrdtico y el material
purulento se disuelven. Asi, el agente antimicrobiano puede alcanzar y limpiar mejor
las areas infectadas.

El NaCLO también se utiliza comunmente para desproteinizar tejidos duros en
aplicaciones biomédicas. El hipoclorito de sodio actia como un disolvente orgédnico
y de la grasa, degradando los acidos grasos y transformandolos en sales de acidos
grasos (jabon) y glicerol (alcohol); reduciendo la tension superficial de la solucion
restante (reaccion de saponificacion).

El hipoclorito de sodio neutraliza aminodcidos que forman agua y sal (reaccion de
neutralizacion). Con la salida de iones hidroxilos hay una reduccion del pH. Cuando
el cloro se disuelve en agua y estd en contacto con la materia organica forma acido
hipocloroso. Este es un acido débil que actlia como un oxidante.

El 4cido hipocloroso (HCLO) e hipoclorito (iones CLO) conducen a la degradacion
del aminoacido y a la hidrdlisis, presenta accidon antimicrobiana mediante la



inhibicion de enzimas bacterianas que llevan a la oxidacion irreversible de grupos
SH (grupo sulthidrilo) de las enzimas bacterianas esenciales.

La eficacia antimicrobiana del hipoclorito de sodio se da en base a su pH alto (11)
(accidn de iones hidroxilo). Siendo similar al mecanismo de accion del hidréxido de
calcio. El alto pH de éste quimico interfiere en la integridad de la membrana
citoplasmatica, con una inhibiciébn enzimatica irreversible, alteraciones en el
metabolismo celular de biosintesis y la degradacion de fosfolipidos observados en la
peroxidacion lipidica.

A nivel odontoldgico, dentro de la cavidad bucal, el hipoclorito disuelve de manera
efectiva restos de pulpa, colageno y los principales componentes organicos de la
dentina. Es el unico irrigante del conducto radicular que disuelve el tejido necrotico
organico y vital.

Este desinfectante tiene amplia actividad antibacteriana y se ha comprobado la
efectividad contra los microorganismos mas resistentes presentes en los conductos
radiculares, como Enterococo Faecalis en concentracion del 5.25% 7).

Otras cualidades del hipoclorito como irrigante se relacionan con: la baja tension
superficial, la neutralizacion de productos toxicos en periodos cortos y su accion
detergente y desodorizante. Juega un papel importante como agente antimicrobiano
ya que libera oxigeno y cloro al entrar en contacto con el tejido pulpar 839,

Con respecto a la accion antifungica se ha comprobado que el hipoclorito de sodio
tiene una alta capacidad de dilucion frente a Candida Albicans. Este Gltimo residente
de la familia de los hongos frecuentes en la cavidad bucal.

2.4- Monopersulfato de potasio

El monopersulfato de potasio (KHSOS5) estd dentro del grupo de los compuestos
peroxigenados. Se lo puede encontrar en la bibliografia con sinénimos como:
persulfato potésico, peroxidisulfato de dipotasio, peroxidisulfato de potasio, sal
dipotésica de 4cido peroxidisulfurico. El agente activo es el monopersulfato de
potasio. En los productos comercializados se suman otros agentes auxiliares
disefiados para potenciar la eficacia desinfectante y anticorrosiva.

La mayoria de los productos comerciales, contienen un tensioactivo que brinda al
producto caracteristicas de limpiador, permitiendo que el desinfectante actiie. La
accion se da por oxidacion de las diferentes estructuras bacterianas, que conlleva a la
muerte celular ).

El monopersulfato es un desinfectante de amplio espectro, que de acuerdo a la
clasificacion del CDC (Center for Disease Control and Prevention - Centro para el
Control y Prevencién de Enfermedades) es un desinfectante de hospital, de nivel
intermedio y activo frente a bacterias, hongos y algunos virus.

Este agente esta aprobado por la EPA (Environmental Protection Agency - agencia
de proteccion del medio ambiente de EEUU) como desinfectante de hospital. En
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octubre de 2006 fue aprobado por el mismo organismo como desinfectante efectivo
contra gran cantidad de microorganismos “V,

La presentacion del producto esta integrada por un polvo, (monopersulfato de
potasio) y un liquido con tensioactivos. Para reconstituirlo y llevarlo a su forma
activa se debe disolver una medida de polvo y una de liquido en agua potable. De
esta manera permanece activo por un periodo de tiempo que varia de acuerdo a las
normas del fabricante.

La formulacion de monopersulfato de potasio no es corrosiva para el aluminio, zinc,
acero al carbono, carburo de tungsteno, acero inoxidable, acero cromado, cloruro de
polivinilo, policarbonato, polietileno, polipropileno, compuestos de neopreno,
silicona, latex y nylon rigido. Esto se ha logrado con el agregado de ingredientes
activos que disminuyen o anulan los efectos corrosivos y la inactivacion frente a la
materia organica 42,

En cuanto al almacenamiento, deben evitarse la humedad, el calor y la luz directa
sobre el producto preparado o sin preparar.

Atento al marco referencial y a la existencia de incognitas respecto al tema a abordar
se han planteado los objetivos y la metodologia atinente a la consecucion de los
mismos.



3- Objetivos:

3.1- Objetivo general:

Estudiar y comparar la accién microbicida del monopersulfato de potasio y el
hipoclorito de sodio sobre los cinco microorganismos mas frecuentes en ambientes
odontologicos.

3.2- Objetivos especificos

- Aplicar el método dilucion- neutralizacion.

- Analizar la accidon microbicida del monopersulfato de potasio sobre los cinco
microorganismos mas habituales en ambientes odontologicos.

- Evaluar el comportamiento del hipoclorito de sodio sobre los cinco
microorganismos mas comunes en ambientes odontologicos.

- Comparar las ventajas y desventajas de ambos agentes quimicos
desinfectantes.

- Optimizar la utilizacion del monopersulfato de potasio y el hipoclorito de
sodio.

- Transferir los resultados al campo de la Bioseguridad.
3.3- Hipotesis:
El monopersulfato de potasio tendria una accion microbicida superior al hipoclorito
de sodio frente a los microorganismos mas habituales de los ambientes odontologicos

(Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumanii 'y el Aspergillus fumigatus).



4- Materiales y Método:

4.1- Disefio metodologico:

Este trabajo se enmarca en una investigacion basica y aplicada. El disefio
metodoldgico fue experimental y de tipo transversal. La linea de investigacion
aportaria conocimientos a las areas de microbiologia y bioseguridad, como asi
también a otras areas de la ciencia odontoldgica. Para el logro de los objetivos
propuestos en este estudio se trabajo “In- Vitro” con el método de dilucion-
neutralizacion. Con éste ultimo se analiz6 el efecto microbicida del hipoclorito de
sodio (NaClO) y del monopersulfato de potasio (KHSOS) sobre los microorganismos
que con mayor frecuencia se presentan en ambientes odontoldgicos.

Las muestras seleccionadas correspondieron a cuatro especies bacterianas:
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Escherichia coli (n=4) y a una especie fungica Aspergillus fumigatus (n=1).

En cada unidad muestral se consideraron las siguientes variables: la suspension
bacteriana, el desinfectante y el neutralizante.

4.2- Estudio y comparacion de desinfectantes sobre microorganismos.

Con el objetivo de estudiar y comparar la acciéon microbicida del monopersulfato de
potasio y el hipoclorito de sodio fueron seleccionados y activados los cinco
microorganismos antes mencionados y que son frecuentes en ambientes
odontoldgicos.

4.2.1- Activacion de cepas bacterianas:

La cepas originales crioconservadas utilizadas en este trabajo, fueron suministradas
por el Cepario de la Asignatura Microbiologia Clinica, perteneciente a la Facultad de
Ciencias Exactas de la UNLP. Entre ellas se seleccionaron: Staphylococcus aureus,
ATCC 6538; Pseudomonas aeruginosa, ATCC 15442; Acinetobacter baumannii,
ATCC 17978 y Escherichia coli, ATCC 11229. Las mismas fueron activadas en
caldo nutritivo (Britania) [ver item 4.2.1.a ] e incubadas en estufa a 37 © durante 18-
24 horas.

4.2.1.a- Caldo nutritivo:
Componentes:

= § gramos de polvo (pluripeptona + Extracto de carne).



* 1000 ml de agua destilada.
Preparacion:

Se colocaron 0.5 gramos (gr.) de polvo de caldo nutritivo en 50 mililitros (ml.) de
agua destilada, (en una relacion de 8 gramos de polvo en un litro de agua destilada,
de acuerdo a las especificaciones del fabricante).

Luego fueron seleccionados 10 tubos de ensayo a los que se les coloc6 5 ml de caldo
nutritivo. Los mismos fueron esterilizados en autoclave a presion de vapor con un
régimen de 120°, durante 20 minutos a 1 atmdsfera de presion como se observa en la
figura 1.

Todos los elementos utilizados bajo la presentacion “polvo”, fueron pesados en
balanza digital marca OHAUS CS Series y en balanza analitica marca Precisa
XB220A, tal como se muestra en las figuras 2 y 3.

Figura 1. Autoclave Eléctrico Arcano de 16 litros.

Figura 2 . Balanza digital Ohaus CS series
perteneciente a la Asignatura Microbiologia. FCE- UNLP.



Figura 3. Balanza analitica marca
Precisa XB220A, perteneciente a la Asignatura Microbiologia. FCE-UNLP.

Posteriormente, se realizaron con el mismo intervalo de tiempo y temperatura 2
pases de cultivo en la superficie de un tubo de agar mantenimiento (inclinado). [ver
item 4.2.1.b].

4.2.1.b- Agar mantenimiento:

Componentes:

Agua destilada estéril, 1000 ml.

Peptona tripsica de caseina, 15gr. (Microquin SRL).
Peptona de soja, 5 gr. (Britania).

Cloruro de sodio, 5 gr. (Biopack).

Agar, 15 gr. (Britania).

Figura 4. La flecha roja continua sefiala los tubos con el agar mantenimiento inclinado.

Preparacion:

Los componentes se disolvieron en ebullicion dosificandolos con pipetas automaticas
(THERMO SCIENTIFIC) en tubos de ensayo, colocando 10 ml por tubo. A
continuacion se esterilizaron en autoclave con presion de vapor durante 20 minutos, a



120° de temperatura y a una atmosfera de presion. Transcurrido el ciclo los tubos
fueron inclinados para su solidificacion, obteniendo el agar en pico de flauta (Fig. 4).

Figura 5. Pipeta automatica, Marca Thermo Scientific.
Capacidad méaxima 10ml.

4.3- Preparacion de la suspension de ensayo:

Del ultimo cultivo desarrollado sobre la superficie del agar inclinado se procedieron
a tomar 5 microlitros (ul) con un ansa de Kolle en anillo previamente desinfectada
con la llama de un mechero, los que se incorporaron en otro tubo con 10 ml de
diluyente (ver item 4.3.1), homogeneizdndolo durante 10 — 15 segundos (seg.) con un
agitador tipo Vortex (fig. 6).

Figura 6. Agitador de tubos tipo Vortex. Marca Th-Rbell.

4.3.1- Diluyente:



Componentes:

* Peptona de caseina, 1 gr. (Microquin SRL)
* Cloruro de sodio, 8,5 gr. (Biopack)
* Agua destilada, 1000 ml.

Figura 7. La flecha roja continua indica la presencia
de diluyente dentro del tubo.

Preparacion:

El diluyente preparado con los componentes quimicos mencionados anteriormente
fue disuelto en ebullicion para luego ser esterilizado en autoclave durante 20
minutos a 120° de temperatura y a una atmosfera de presion.

Posteriormente, con una pipeta automatica (THERMO SCIENTIFIC), se retiré 1 ml
de la solucion anterior, y fue colocada en una cubeta para espectrofotometro con un
centimetro (cm) de paso de luz (Fig. 8).

En otra cubeta se introdujo 1 ml de la sustancia diluyente sin la carga organica
(blanco).

Una vez obtenidas las 2 cubetas se ajusto la suspension bacteriana, calibrando en 620
nanometros (nm) el espectrofotometro marca HeAios (Fig. 9).



Figura 8.Ccubeta para espectrofotometro
Thermo (electron corporation) modelo Hehios.

Figura 9. Espectrofotometro HehAios,
perteneciente a la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP.

4.3.2- Medicion de la densidad optica por espectrofotometria:

La cubeta fue ubicada en el espectrofotdmetro con el diluyente (blanco); se presion6
el boton “SOCKET” hasta que llegue a cero y luego se coloco la cubeta con la
suspension bacteriana para medir la densidad oOptica (D.O). La misma debia
presentar los siguientes valores de observancia:

= (0.3-0.4 para Cocos Gram positivos.
* (.2-0.3 para Bacilos Gram negativos.

Una vez ajustada la suspension de ensayo, ésta debia poseer un rango de 1-3 x 10®
bacterias/ ml.

A partir de ésta suspension bacteriana, se prepararon diluciones seriadas de acuerdo a
la siguiente tabla y figura:

4.3.3- Diluciones seriadas de las suspensiones bacterianas en diluyente.



N° de tubo 1 2 3 4 5 6

Suspension 400 pl en | 400 pl en | 400 pl en | 400 pl en | 800 ul en | 200 pul en
bacteriana en | 3.6 ml 3.6 ml 3.6 ml 3.6 ml 3.2 ml 3.8 ml
diluyente(ml)

Tabla 1. Se describe la cantidad de suspension bacteriana en diluyente de acuerdo al numero de tubo.

| |1-33-{1I.'IE

SUSPENSION DE ENSAYO

U 400ul 400ul 400ul 2800ul 200ul

LT

107 108 108 104 2-6 x 10° 1-3x 102
3.6 ml de diluy/3.6 ml de diluy/3.6 ml de diluy/3.6 ml de diluy/3.2ml de diluy/ 3.8ml de diluy.

DILUCION /10  1/10 1/10  1/10 1/5 1/20

Figura 10. Se observan los tubos, la cantidad de diluyente
y sus diluciones a partir de la solucion de ensayo.

Tal como indica la tabla 1 y la figura 10, se utilizaron 6 tubos de ensayo numerados
del 1 al 6 con diluyente y suspension bacteriana. A continuacién se procedid a
realizar la dilucién. Del tubo con la suspension de ensayo (1-3 x 10%) se extrajeron
400 ul colocandolos en el tubo 1. Del tubo 1 se retiraron 400 ul inoculandolos en el
segundo tubo; continuando de igual forma en los tubos 3 y 4. Del tubo 4 se
extrajeron 200 ul colocandolos en el tubo 5. De éste ultimo 800 ul se trasvasaron al
tubo n°® 6. Cada uno de los tubos fue homogenizado en agitador tipo vortex durante
10-15 segundos.

La suspension de ensayo (1-3 x 10%) y los tubos 5 (2-6 x 10%) y 6 (1-3 x 10%) se
conservaron. El resto de los tubos se desecharon.

Por otro lado se fundié en ebullicion (Fig.11) un matraz de Erlenmeyer con agar
recuento (ver item 4.3.4) y se mantuvo a 50° C.




Figura 11. Bafio termostatizado Vicking.
Modelo Masson. Facultad de Ciencias Exactas. UNLP.

4.3.4- Agar recuento:
Componentes:

= Extracto de levadura, 2.5 gr. (Britania).

* Peptona tripsica de caseina, 5 gr. (Microquin SRL).
* Glucosa, 1 gr. (Parafarm).

» Agar, 15 gr. (Britania).

* Agua destilada, 1000 ml.

Preparacion:

Los elementos mencionados se disolvieron en ebullicion y esterilizados en autoclave
con los mismos ciclos citados anteriormente.

Todos los ensayos realizados (preparacion de las suspensiones bacterianas, de los
desinfectantes y neutralizantes) fueron realizados bajo una campana de flujo laminar
con condiciones de bioseguridad clase 2, cumpliendo con los criterios de desempefio
de: 1) US Standard ANSI/NSF 49:2002, 2) European Standard EN13469:2000, 3)
Chinese Standard YY0569-2005.



Figura 12. Campana de flujo
laminar vertical Marca BIOBASE.

4.4- Recuento de las bacterias obtenidas en la ultima dilucion:

Del tubo 6 se extrajo con una pipeta (Fig. 13), Iml de la suspension bacteriana que
fue colocado en una placa de Petri por duplicado (Fig. 14), luego se vertidé agar
recuento (ver item 4.3.4), invirtiendo las placas que se incubaron a 37° C por un
lapso de 18-24 horas segun la cepa.

Figura 13. Pipeta automatica Marca Eppendorf con una capacidad méaxima de 1000 ul.



Figura 14. Se evidencian 2 placas de Petri 90/15 (Massobact)
con agar recuento y suspension bacteriana.

4.5- Ensayo microbicida del Hipoclorito de sodio y el Monopersulfato de
potasio.

Para verificar la accion de los 2 desinfectantes seleccionados (NaClO y KHSOS), se
utilizdé la suspension de ensayo mencionada en el item 4.3.2. De la misma, se
extrajeron 100 pl que fueron vertidos en un tubo de ensayo con 900 pl del
desinfectante a ensayar (Monopersulfato de potasio o Hipoclorito de sodio).
Posteriormente, se agitd en vortex manteniéndolo durante 5 minutos a 20 ° C.
Transcurrido ese tiempo se extrajeron 250 pl que fueron afiadidos en un tubo con
2.25 ml de neutralizante a concentracion simple (1X). Se agité y conservo durante 10
minutos a 20° C.

Posteriormente se extrajo 1 ml con pipeta que fue colocado en una placa de Petri
(proceso que se hizo por duplicado), se vertio agar recuento mezclando bien antes de
su solidificacion. Las placas fueron invertidas, incubandolas a 37° C por un lapso de
18-24 hs segun la cepa.

4.5.1- Preparacion de los desinfectantes y neutralizantes.

DESINFECTANTE PREPARACION SE NEUTRALIZA | PREPARACION DEL
DEL CON NEUTRALIZANTE
DESINFECTANTE
MONOPERSULFATO | Para 1 litro: Bicarbonato de | 2,5 gramos de
DE POTASIO. i q sodio (Virkon). bicarbonato de
En un_litro - de sodio en 100 ml de
agua colocar un agua destilada.
sobre de polvo Aoi ,
] gitar en vortex y
activo de 5 gr. y autoclavar.

luego la solucién
activadora 20 ml.
(fig. 15).




Lavandina Tiosulfato de | 1 gramo de

concentrada 60 | sodio tiosulfato de sodio
HIPOCLORITO DE gr. de cloro en 10 ml de agua
SODIO activo/ml. destilada. Agitar en

. vortex y autoclavar.
Preparacion con

pipeta: 0,90 ml
de agua y 0,10
ml de hipoclorito
de sodio. (fig.
16)

Tabla 2. Preparacion del monopersulfato de potasio e hipoclorito de sodio y sus neutralizantes. Indicaciones.

Figura 15. Solucién Figura 16. Hipoclorito de sodio
preparada de Monopersulfato de potasio. preparado.

4.5.1.a- Preparacion del neutralizante a concentracion simple (1X):

Para comprobar la accion microbicida del desinfectante, debio ser neutralizado a una
temperatura y tiempo determinado (item 4.5) a concentracion simple (1X),
correspondiendo el tiosulfato de sodio para el hipoclorito y el bicarbonato de sodio
para el monopersulfato de potasio.

Para preparar el primer neutralizante se utilizd 1 g. disuelto en 10 ml de agua
destilada, mientras que para preparar al segundo se requiri6 0.1 g. disuelto en 10 ml
de agua destilada.

4.5.1.b- Procedimiento para el ensayo del Neutralizante:




Para realizar el ensayo con el neutralizante se tomaron dos tubos, uno con 1 ml de
agua destilada estéril y otro con 1 ml de hipoclorito de sodio o monopersulfato de
potasio a concentracion 1/5.

Luego se coloco en cada tubo 1 ml del neutralizante correspondiente para cada
desinfectante a doble concentracion (2X). Se agitd en vortex manteniéndolo a 20° C
durante 10 minutos. Inmediatamente fueron agregados 100 ul de la suspension
bacteriana nimero 5 (ver item 4.3.3) con pipeta Thermo Scientific (fig. 17). Se agit6d
y conservo a 20° C durante 5 minutos.

Transcurrido ese tiempo se tomaron dos alicuotas de 1ml de cada tubo (ya que
también se hizo por duplicado). Se verti6 agar recuento mezclando bien antes de su
solidificacion. Las placas invertidas fueron incubadas a 37° C por un lapso de 18-24
horas segtin la cepa.

Thermo

SCIENTIFIC

Figura 17. Pipeta Automatica marca Thermo Scientific.
Capacidad maxima 200 ul.

4.5.1.c- Preparacion del neutralizante a doble concentracion (2X):

Para comprobar la accion del neutralizante sobre los distintos desinfectantes, se
utilizd cada uno a doble concentracién (2X). Es decir, 2 gramos de Tiosulfato de
sodio en 10 ml de agua destilada, para ensayar el hipoclorito de sodio y 0,2 gramos
de bicarbonato de sodio en 10 ml de agua destilada, para ensayar el monopersulfato
de potasio.



Figura 18. Tubos de ensayo con los neutralizantes
en sus distintas concentraciones.

4.6- Ensayo de la suspension fungica:

Para la prueba de dilucion-neutralizacion en hongos, se emplea la misma técnica
utilizada para bacterias con algunas modificaciones a saber:

4.6.1- Activacion de la cepa fungica.
En este caso se utilizd solucion de esporas y agar papa inclinado.

4.6.1.a- Solucion de esporas:
Componentes:

* 100 ml de agua destilada.
» | gr.de glucosa. (Parafarm).
= 1 gr. de sodio lauril sulfato. (Difco ™).

Preparacion:

Los componentes fueron disueltos en ebullicion, dosificando 9 ml por tubo. Luego,
se esterilizaron en autoclave de Chamberland durante 20 minutos a 120° de
temperatura a una atmosfera de presion.



Figura 19. Solucién de esporas
dentro de un tubo de ensayo.

4.6.1.b- Agar papa:
Componentes:

* 100 ml de agua destilada.
* 3.9 gr. De agar papa. (HiMedia Laboratories).

Preparacion:

Una vez dosificados los componentes se disolvieron en ebullicion para dosificar 7 ml
por tubo de ensayo. La esterilizacion fue realizada en autoclave con el mismo ciclo

mencionado en el item 4.6.1.a, para luego inclinarlos en forma de pico de flauta (fig.
20).

Figura 20. La fotografia indica la presencia de Agar papa inclinado
en forma de pico de flauta.



4.6.2- Pasos previos a la Técnica:

Una vez desarrollado Aspergillus fumigatus en la superficie del agar papa inclinado
(fig.21-22), fueron incorporados 9 ml de la solucidon de esporas, raspando con ansa
en anillo estéril suavemente para favorecer el desprendimiento de los conidios. Una
vez realizado este proceso, se homogenizd en voértex durante 10-15 segundos,
obteniendo una solucion de conidios.

Figura 21. Aspergillus fumigatus en Agar papa inclinado. Vista 1.

Figura 22. Aspergillus fumigatus en Agar papa inclinado. Vista 2.

Luego, en un Eppendorf se colocod 0.50 ul de la solucién de conidios y 0.50 ul de
azul tripan (fig. 23) para inmediatamente, homogenizar en vortex durante 10- 15
segundos.

Figura 23. Tubo Eppendorf con Azul Tripan y Solucion de conidios.



Posteriormente fueron colocados 20 ul de la solucion de conidios en la cdmara de
Neubauer (Fig. 24) para su recuento. El mismo se realizd con microscopia oOptica,
contabilizando los 16 cuadrantes y su contrario (fig. 25). Procedimiento que
reemplaza a la espectrofotometria realizada en bacterias para establecer la densidad
optica (D.O).

Figura 24. Camara de Neubauer para recuento de conidios.

Figura 25. Esquematizacion de la cdmara de Neubauer con sus cuadrantes.
El circulo rojo indica el sector de 16 cuadrantes.

4.7- Prueba de dilucion y neutralizacion de desinfectantes sobre
microorganismos presentes en ambientes odontologicos.

Para realizar la prueba de dilucién - neutralizacion fue necesario ensayar a las
suspensiones bacterianas y/o fingicas, a los desinfectantes y a los neutralizantes (ver
tabla).



SUSPENSIONES BACTERIANAS ENSAYO DEL DESINFECTANTE ENSAYO DEL NEUTRALIZANTE
Y/O FUNGICAS

1- Staphylococcus aureus A- Monopersulfato de potasio A- Bicarbonato de sodio
B- Hipocloritode sodio B- Tiosulfato de sodio

2- Fscherichia coli A- Monopersulfato de potasio A- Bicarbonato de sodio
B- Hipoclorito de sodio B- Tiosulfato de sodio

3- Pseudomonas aeruginosa  A- Monopersulfato de potasio A- Bicarbonato de sodio
B- Hipoclorito de sodio B- Tiosulfato de sodio

4- Acinefobacterbaumannii  A- Monopersulfato de potasio A- Bicarbonato de sodio
B- Hipocloritode sodio B- Tiosulfato de sodio

5- Aspergillus fumigatus A- Monopersulfato de potasio A- Bicarbonato de sodio
B- Hipocloritode sodio B- Tiosulfato de sodio

Tabla 2: Indica las suspensiones bacterianas/fungicas, los desinfectantes ensayados y sus respectivos
neutralizantes.

4.7.1- Prueba de dilucion/neutralizacion del Monopersulfato de potasio sobre S.
aureus.

Para este ensayo fue utilizada una cepa de S. aureus de coleccion ATCC 6538.
La obtencion de la cepa y su activacion fue realizada de acuerdo al (item 4.2.1).

En el altimo pase de cultivo fue realizada la coloracion de Gram Kopeloff para
corroborar, en este caso, la presencia de un microorganismo Gram positivo. (item
4.7.1.a)

4.7.1.a- Coloracién de Gram: (Britania)
Componentes:

* Violeta de Genciana.

* Lugol concentrado.

» Decolorante (alcohol acetona).
= Safranina.



Figura 26. Elementos necesarios
para la realizacion de la coloracion de Gram.

Técnica:

e Toma de muestra: realizada con un ansa de Kolle desinfectada.

e Extendido: en la parte central de un portaobjetos limpio y desengrasado se
coloc6 una alicuota de la cepa bacteriana.

e Fijacion: a través del método de Koch, que consiste en pasar tres veces el
portaobjeto con la muestra sobre la llama de un mechero.

e Aplicacion del colorante primario (violeta de genciana) durante 20 segundos.

e Lavado con agua durante 10 segundos.

e C(Colocacion del mordiente (lugol) durante 30 segundos. Dicho producto tiene
como funcioén intensificar la accidon del colorante primario. Lavado por 10 seg

e Decoloracion: realizada con alcohol acetona. Para este paso es importante
hacer una leve presion en el envase plastico para lograr un chorro fino que
arrastre el colorante primario. Lavado con agua durante 10 segundos.

e Aplicacion del colorante secundario (safranina) durante 20 segundos.

e Lavado, secado y observacion por microscopia optica.

Figura 27 y 28. En las microfotografias puede evidenciarse a los Staphilococcus aureus.a través de la colocacion
de Gram. La flecha roja continua, indica la agrupacion caracteristica del S. aureus observado por microscopia
optica.



Posteriormente, se extrajeron 5 ul (con un asa en anillo) de la cepa desarrollada en el
ultimo pase de cultivo colocandola en otro tubo con 10 ml de diluyente. Se
homogenizéd en vortex ajustando en espectrofotometro hasta obtener el siguiente
valor de observancia: D.O (densidad optica)= 0.304.

4.7.1.b- Ensayo de las suspensiones bacterianas con Staphylococcus aureus.

Para la realizacion de este ensayo fueron efectuadas las diluciones de acuerdo al
(item 4.3.3). Se retird 1 ml de la suspension bacteriana del tubo N° 6 colocandola en
una placa de Petri (por duplicado) y vertiendo agar recuento. Realizada esta
operacion, se invirtieron las placas incubandolas a 37° C por un lapso de 18 hs para
efectuar el recuento consecutivamente.

Figura 29 . Desarrollo de Staphilococcus aureus sobre placas con agar recuento.
La flecha roja continua evidencia el desarrollo del Microorganismo.

4.7.1.c- Ensayo del desinfectante (Monopersulfato de potasio):

Del tubo que contenia la suspension de ensayo (1-3x10® bacterias/ml) se extrajeron
100 pl que fueron introducidos en un tubo con 900 pl de Monopersulfato de potasio.
Se homogeniz6 en vortex manteniendo durante 5 minutos a 20 © C; 250 pul fueron
afiadidos en un tubo con 2.25 ml de bicarbonato de sodio a concentracion simple
(1X). Se agitdé y mantuvo durante 10 minutos a 20° C, para luego extraer 1 ml y
plaquearlo en agar recuento por duplicado. Las placas fueron incubadas en forma
invertida a 37° C por un lapso de 18 horas para efectuar el recuento.



Figura 30 . En la fotografia se muestran placas con agar recuento, monopersulfato de potasio y
su neutralizante en concentracion (1X).

4.7.1.d- Ensayo del neutralizante (Bicarbonato de sodio):

Para realizar la prueba de efectividad del neutralizante, se emplearon dos tubos, uno
con 1 ml de agua destilada estéril y otro con 1 ml de monopersulfato de potasio a
concentracion 1/5.

En cada tubo fue colocado 1 ml de Bicarbonato de sodio a doble concentracion (2X)
agitando en vortex y manteniéndolos a 20° C durante 10 minutos. Inmediatamente se
agregaron 100 ul de la suspension bacteriana numero 5 en cada tubo, los cuales
fueron homogenizados y mantenidos a 20° C durante 5 minutos.

Transcurrido ese tiempo se tomaron dos alicuotas de 1ml sembrandolas en placas de
Petri con agar recuento. Este paso fue repetido una vez mas en igualdad de
condiciones con ambos tubos incubandolos durante 18 horas a 37° C.

Figura 31. En la imagen pueden observarse a las dos placas superiores con agua destilada estéril, bicarbonato de
sodio en concentracion (2X) y suspension bacteriana N° 5, mientras que en las dos placas inferiores,
monopersulfato de potasio 1/5, bicarbonato de sodio en concentracion (2X) y suspension bacteriana N° 5.



4.7.2- Prueba de dilucion/neutralizacion del hipoclorito de sodio sobre S. aureus.

Para dicho ensayo se utilizo, una cepa de coleccion ATCC 6538 activada de acuerdo
al (Item 4.2.1).

Efectuado el ultimo repique se aplico la coloracion de Gram Kopeloff para
corroborar la presencia de la cepa.

A continuacion, se extrajeron 5 ul del ultimo repique que fueron colocados en otro
tubo de ensayo con 10 ml de diluyente. Esta preparacion fue homogenizada en vortex
y ajustada en espectrofotometro para observar la densidad optica: D.O (densidad
optica)=0.321.

4.7.2.a- Ensayo de las suspensiones bacterianas con Staphilococcus aureus.

Luego de realizar las diluciones como se menciona en el item 4.3.3, se extrajo 1 ml
de la suspension bacteriana del tubo 6 colocandola en una placa de Petri (proceso
que se hizo por duplicado) para inmediatamente verter agar recuento. Realizada esta
operacion se invirtieron las placas e incubaron a 37° C durante 18 hs para hacer
recuento.

Figura 32. La imagen digital muestra al Staphilococcus aureus, desarrollado sobre placas con agar recuento.
La flecha roja continua evidencia el desarrollo del Microorganismo.

4.7.2.b- Ensayo del desinfectante (Hipoclorito de sodio):

Para evaluar la accion bactericida del hipoclorito de sodio se extrajeron 100 ul de la
suspension de ensayo extravasdndolos a otro tubo con 900 pl de Hipoclorito de
sodio, homogeneizando en vortex a 20 ° C durante 5 minutos.

Cumplimentado el tiempo, 250 pl se afiadieron en un tubo con 2.25 ml de Tiosulfato
de sodio a concentracion simple (1X), agitando en vortex y dejando reposar durante
10 minutos a 20° C; para luego extraer 1 ml y sembrarlo por duplicado en agar
recuento. Las placas fueron incubadas en forma invertida a 37° C. A las 18 horas se
efectud el recuento.



Figura 33 . Placas con agar recuento, hipoclorito de sodio y
Tiosulfato de sodio en concentracion (1X).

4.7.2.c- Ensayo del Neutralizante (Tiosulfato de sodio):

Con dos tubos se evaluo la efectividad del tiosulfato de sodio: uno con 1 ml de agua
destilada estéril y otro con 1 ml de hipoclorito de sodio a concentracion 1/5. En cada
tubo fue colocado 1 ml de Tiosulfato de sodio a doble concentracion (2X). Se
homogenizé en vortex manteniendo a 20° C durante 10 minutos. Inmediatamente
fueron incorporados 100 pl de la suspension bacteriana numero 5, homogeneizando y
conservando 5 minutos a 20°C. Cumplidos los minutos estipulados se tomaron dos
alicuotas de 1ml de cada tubo (ya que cada uno de ellos se hizo por duplicado)
colocando en placas con agar recuento. Las placas fueron cultivadas de modo
invertido con un régimen de 37° C durante 18 horas, para luego realizar el recuento.

Figura 34. La imagen presenta 2 placas con agua destilada, Tiosulfato de sodio (2X)
y suspension bacteriana N°5.



Figura 35 . En la fotografia pueden observarse 2 placas con hipoclorito de sodio 1/5,
Tiosulfato de sodio (2X) y suspension bacteriana N°S.

4.7.3- Prueba de dilucion/neutralizacion del Monopersulfato de potasio sobre
Escherichia coli.

Para este ensayo fue utilizada una cepa de coleccion ATCC 11229. La obtencion de
la cepa y su activacion fue realizada de acuerdo al item 4.2.1. Con el tubo del tltimo
pase de cultivo fue efectuado un nuevo cultivo en placa con Agar EMB (medio de
cultivo usado para el aislamiento y diferenciacion de E. coli). (Fig. 36).

Figura 36. Imagen del desarrollo de E. coli sobre Agar EMB.

También se aplicéd la coloracion de Gram Kopeloff para corroborar la presencia de
bacilos gram negativos (item 4.7.1.a), (fig. 37-38).



Figura 37 . En la microfotografia se observan Figura 38 . Imagen similar a la anterior de
bacilos Gram negativos. bacilos Gram negativos.

Posteriormente, se extrajeron del tubo del ultimo pase de cultivo 5 ul de la cepa de
E. coli con un ansa de Kolle colocandolo en otro tubo de ensayo con 10 ml de
diluyente. Inmediatamente se homogeniz6 en vortex ajustando en espectrofotometro
hasta obtener el siguiente valor de observancia:

D.O (densidad 6ptica)=0.217.

4.7.3.a- Ensayo de las suspensiones bacterianas:

Luego de realizar las diluciones como se menciona en el item 4.3.3, se extrajo 1 ml
de la suspension bacteriana del tubo 6 colocandola en una placa de Petri (proceso que
se hizo por duplicado) e incorporando sobre su superficie agar recuento. Fue
realizada la homogenizacion para proceder al cultivo de las placas durante 18 horas a
37 °© Cy efectuar el recuento.

Figura 39 . En la microfotografia se observa la presencia de E. coli, sobre placas con agar recuento.
La flecha roja continua evidencia el desarrollo del Microorganismo.



4.7.3.b- Ensayo del desinfectante (Monopersulfato de potasio):

Del tubo que contenia la suspension de ensayo (1-3x10% bacterias/ml) fueron
extraidos 100 pl que se introdujeron en un tubo con 900 pl de Monopersulfato de
potasio. La homogenizacion fue realizada en vortex manteniendo a 20 ° C durante 5
minutos.

Transcurrido ese tiempo se extrajeron 250 pl que fueron colocados en un tubo con
2.25 ml de bicarbonato de sodio a concentracion simple (1X). Se agitd y dejod
durante 10 minutos a 20° C, para luego extraer 1 ml y plaquearlo en agar recuento
por duplicado. Las placas fueron incubadas en forma invertida a 37° por un lapso de
18 horas para posteriormente efectuar el recuento.

Figura 40. La imagen muestra 2 placas con monopersulfato de potasio,

neutralizante (1X) y E. coli en agar recuento.

4.7.3.c- Ensayo del Neutralizante (bicarbonato de sodio):

Para efectuar esta prueba se utilizaron dos tubos: uno con 1 ml de agua destilada
estéril y otro con 1 ml de monopersulfato de potasio a concentracion 1/5.

En cada tubo fue colocado 1 ml de bicarbonato de sodio a doble concentracion (2X),
agitando en vortex y manteniendo a 20° C durante 10 minutos. Luego, fueron
agregados 100 pul de la suspension bacteriana numero 5 en cada tubo homogenizando
y manteniendo a 20° C durante 5 minutos. Se tomaron dos alicuotas de 1ml de cada
tubo (cada uno por duplicado) que se sembraron en placas de Petri vertiendo agar
recuento y mezclando bien antes de su solidificacion. Las placas fueron incubadas a
37° C por un lapso de 18 horas. Posteriormente fue realizado el recuento.



Figura 41 . En la parte superior de la fotografia se observan dos placas con agua destilada estéril,
bicarbonato de sodio en concentracion (2X) y suspension bacteriana N° 5.
El sector inferior, muestra dos placas con monopersulfato de potasio 1/5,
bicarbonato de sodio en concentracion (2X) y suspension bacteriana N° 5.

4.7.4- Prueba de dilucion/neutralizacion del Hipoclorito de sodio sobre
Escherichia coli.

Nuevamente para ensayar E. coli fue utilizada una cepa de coleccion ATCC 11229.
La obtencion de la cepa y su activacion fue realizada de acuerdo al (item 4.2.1). En
el ultimo pase de cultivo fue aplicada la coloracion de Gram Kopeloff para
corroborar la presencia de Gram negativos. A continuacion, se extrajeron con un asa
en anillo calibrada 5 ul del tubo del ultimo pase de cultivo colocandolo en otro tubo
con 10 ml de diluyente. Para la homogenizacion fue empleado un vortex. Se ajustod
en espectrofotometro hasta obtener el siguiente valor de observancia:

D.O (densidad 6ptica)= 0.224.
4.7.4.a- Ensayo de las suspensiones bacterianas:

Una vez efectuadas las diluciones como se menciona en el item 4.3.3, se extrajo 1
ml de la suspension bacteriana del tubo 6 colocandolo por duplicado en placas de
Petri, vertiendo agar recuento. Realizada esta operacion fueron invertidas las placas e
incubadas durante 18 horas a 37° C. Transcurrido ese periodo, se efectud el
recuento.



Figura 42. La flecha roja continua evidencia el desarrollo de E. coli en agar recuento.

4.7.4.b- Ensayo del desinfectante (Hipoclorito de sodio):

Para llevar a cabo ésta prueba, se procedio a tomar del tubo con la suspension de
ensayo (1-3x10% bacterias/ml) 100 pl. Estos ultimos fueron introducidos en un tubo
con 900 pul de Hipoclorito de sodio homogenizando en vortex, para posteriormente
mantenerlo a 20 ° C durante 5 minutos. Cumplido ese lapso, se extrajeron 250 pl de
la suspensioén anteriormente lograda y se afiadieron en un tubo con 2.25 ml de
Tiosulfato de sodio a concentracion simple (1X). Se agitod y dejo durante 10 minutos
a 20° C, para luego extraer 1 ml, plaquearlo por duplicado e incubarlo. Luego las
placas fueron invertidas durante 18 horas a 37 ° C, para proceder al recuento.

Figura 43. En la imagen se observan placas con agar recuento, suspension de ensayo,
hipoclorito de sodio y su neutralizante en concentracion (1X).

4.7.4.c- Ensayo del Neutralizante (Tiosulfato de sodio):

Para proceder a la realizacion del ensayo del neutralizante fueron empleados dos
tubos: uno con 1 ml de agua destilada estéril y otro con 1 ml de hipoclorito de sodio
a concentracion 1/5.



En cada tubo fue introducido 1 ml de Tiosulfato de sodio a doble concentracion (2X).
Se agitd6 en vortex manteniéndolo a 20° C durante 10 minutos. Inmediatamente
fueron incorporados 100 pl de la suspension bacteriana nimero 5 homogenizando en
vortex. Realizada esta operacion se mantuvo a 20° C durante 5 minutos. Cumplido
ese tiempo, se tomaron dos alicuotas de 1ml de cada tubo (cada uno por duplicado);
vertiendo agar recuento y mezclando bien. Luego las placas fueron incubadas de
forma invertida durante 18 horas a 37 © C, para proceder al recuento.

Figura 44 . En sector superior de la imagen se observan dos placas con agua destilada estéril, Tiosulfato de sodio
en concentracion (2X) y suspension bacteriana N° 5. El sector inferior muestra dos placas con hipoclorito de
sodio 1/5, Tiosulfato de sodio en concentracion (2X) y suspension bacteriana N° 5.

4.7.5- Prueba de dilucion/neutralizacion del Monopersulfato de potasio sobre
Pseudomonas aeruginosa.

Para este ensayo fue utilizada una cepa de coleccion ATCC 15442. La misma fue
activada de igual manera que en el item 4.2.1. En el Gltimo repique fue realizada la
coloracion de Gram Kopeloff para corroborar la presencia de microorganismos gram
negativos (Fig. 45-46).

Figura 45. Microfotografia que evidencia la presencia Figura 46. Microfotografia con presencia de Gram
| de gran negativos. (Microscopia Optica) de gran negativos.



La cepa fue sometida a la luz UV para poder observar la fluorescencia, debido a la
presencia de un pigmento caracteristico (fluoresceina) producido por las
Pseudomonas spp (fig.47).

Figura 47. La Imagen muestra la fluorescencia de P. aeruginosa sobre luz ultravioleta.

Posteriormente, se extrajeron del tubo de ensayo con el ultimo repique 5 ul de la cepa
desarrollada con un ansa de Kolle. La misma fue colocada en otro tubo con 10 ml de
diluyente, homogenizando en vortex durante 15 segundos. Se ajustd en
espectrofotometro hasta obtener el siguiente valor de observancia:

D.O (densidad 6ptica)= 0.221.

4.7.5.a- Ensayo de las suspensiones bacterianas:

Luego de realizar las diluciones como se menciona en el item 4.3.3, se extrajo 1 ml
de la suspension bacteriana del tubo 6 que fue colocada en una placa de Petri
(proceso que se hizo por duplicado). Luego se incorpord sobre su superficie agar
recuento mezclando bien. Las placas fueron incubadas a 37° C durante 18 horas.
Transcurrido ese periodo se efectud el recuento.

Figura 48 .En la imagen se observa el desarrollo de la Pseudomona aeruginosa sobre agar recuento.



4.7.5.b- Ensayo del desinfectante (Monopersulfato de potasio):

Del tubo que contenia la suspension de ensayo (1-3x10% bacterias/ml) se extrajeron
100 pl que fueron introducidos en un tubo con 900 pl de Monopersulfato de potasio.
Se homogeniz6 en vortex manteniéndolo durante 5 minutos a 20 ° C.

Luego de ese periodo se extrajeron 250 pl afiadiéndolos en un tubo con 2.25 ml de
bicarbonato de sodio a concentraciéon simple (1X). Se agité y dejé durante 10
minutos a 20° C. De cada tubo fue extraido 1 ml para plaquearlo en agar recuento
por duplicado. Las placas fueron incubadas en forma invertida a 37° por un lapso de
18 horas. Posteriormente se efectud el recuento.

Figura 49 . En la fotografia digital se observa la accién del Monopersulfato de potasio con

Neutralizante sobre P. aeruginosa en agar recuento (por duplicado).
4.7.5.c- Ensayo del Neutralizante (Bicarbonato de sodio):

Para ensayar al neutralizante fueron necesarios dos tubos: uno con 1 ml de agua
destilada estéril y otro con 1 ml de monopersulfato de potasio a 1/5 de su
concentracion. En cada tubo fue colocadol ml de Bicarbonato de sodio a doble
concentracion (2X). Se agitd en vortex y mantuvo a 20° C durante 10 minutos.
Inmediatamente fueron incorporados 100 pl de la suspension bacteriana numero 5,
homogenizando y conservando a 20° C durante 5 minutos. Transcurrido ese tiempo
se tomaron dos alicuotas de 1ml de cada tubo, repitiendo la misma operacion hasta
obtener un duplicado de cada tubo. Se verti6 agar recuento mezclando bien antes de
su solidificacion, invirtiendo las placas e incubando a 37° C durante 18 hs,
efectuando el recuento.



Figura 50. La fotografia digital evidencia el desarrollo de 2 placas con agua destilada,
bicarbonato de sodio 2X y suspension bacteriana del tubo 5.

Figura 51. La fotografia evidencia el desarrollo de 2 placas con monopersulfato de potasio,
bicarbonato de sodio 2X y suspension bacteriana del tubo 5.

4.7.6- Prueba de dilucion/neutralizacion del Hipoclorito de sodio sobre
Pseudomonas aeruginosa.

Nuevamente para ensayar P. aeruginosa fue utilizada una cepa de coleccion ATCC
15442. La obtencion de la cepa y su activacion fue realizada como se menciona en
el item 4.2.1. Con el tubo del ultimo repique fue realizada la coloraciéon de Gram
para corroborar la presencia de bacilos gram negativos. Posterior a la tincidon se
extrajeron con un ansa de Kolle 5 ul del tubo de ensayo con el ultimo repique, que se
trasvaso a otro tubo con 10 ml de diluyente. Se homogeniz6 en vortex durante 15
segundos y  ajustd en espectrofotdmetro hasta obtener el siguiente valor de
observancia:

D.O (densidad 6ptica)= 0.227.

4.7.6.a- Ensayo de las suspensiones bacterianas:

Una vez efectuadas las diluciones como se menciona en el item 4.3.3, se extrajo 1
ml de la suspension bacteriana del tubo 6 colocando por duplicado en una placa de



Petri y vertiendo agar recuento. Realizada la operacion se invirtieron las placas e
incubaron a 37° C durante 18 horas para realizar el recuento.

Figura 52. En la fotografia se observa el desarrollo de la Pseudomonas aeruginosa sobre 2 placas con agar
recuento.

4.7.6.b- Ensayo del Desinfectante (Hipoclorito de sodio):

Para conocer el efecto bactericida de este desinfectante se extrajeron 100 pul del tubo
que contenia la suspension de ensayo (1-3x108 bacterias/ml) y se introdujeron en un
tubo con 900 pl de Hipoclorito de sodio, homogenizando en voértex durante 5
minutos a 20 ° C. Luego de ese tiempo 250 pl fueron afiadidos en un tubo con 2.25
ml de Tiosulfato de sodio a concentracion simple (1X). Se agitd y dejo durante 10
minutos a 20° C, para luego extraer 1 ml y plaquearlo por duplicado. Se verti6 agar
recuento mezclando bien antes de su solidificacion. La incubacion de las placas fue a
37° C durante 18 hs. de manera invertida para efectuar el recuento.

Figura 53.En la Imagen se observan placas con agar recuento, suspension de ensayo,
hipoclorito de sodio y su neutralizante en concentracion (1X).
(Los puntos observados en la placal, corresponden a burbujas)



4.7.6.c- Ensayo del Neutralizante (Tiosulfato de sodio):

Para conocer la efectividad del desinfectante, se emplearon dos tubos: uno con 1 ml
de agua destilada estéril y otro con 1 ml de hipoclorito de sodio a concentracion 1/5.
En cada tubo fue anadido 1 ml de Tiosulfato de sodio a doble concentracion (2X). Se
agitd en vortex y mantuvo a 20° C durante 10 minutos. Inmediatamente fueron
incorporados 100 pl de la suspension bacteriana ntimero 5 homogenizando y
manteniendo durante 5 minutos a 20° C. Cumplido ese lapso se tomaron dos
alicuotas de 1ml de cada tubo (cada uno se hizo por duplicado), vertiendo agar
recuento y mezclando bien antes de su solidificacion. Se invirtieron las placas e
incubaron a 37° C por un lapso de 18 horas, para luego efectuar el recuento.

Figura 54 . En sector superior de la imagen se observan dos placas con agua destilada estéril,
Tiosulfato de sodio en concentracion (2X) y suspension bacteriana N° 5.
El sector inferior, muestra dos placas con hipoclorito de sodio 1/5,
Tiosulfato de sodio en concentracion (2X) y suspension bacteriana N° 5.

4.7.7- Prueba de dilucion/neutralizacion del Monopersulfato de potasio sobre
Acinetobacter baumannii

Para este ensayo fue utilizada una cepa de coleccion ATCC 17978. La cepa fue
obtenida y activada de acuerdo al (item 4.2.1). Con el tubo del ultimo pase de
cultivo fue realizado un nuevo cultivo en placa con Agar nutritivo.



Figura 55. La imagen indica el desarrollo de 4. baumannii sobre una placa de Agar

También, fue realizada la coloracion de Gram Kopeloff para corroborar la presencia
de bacilos gram negativos.

Figura 56. La Microfotografia obtenida por microscopia Figura 57. La flecha roja continua indica la
optica muestra la presencia de Bacilos Gram negativos . presencia de Bacilos G-.

Posteriormente, se extrajeron del tubo del ultimo pase de cultivo con un ansa de
Kolle 5 ul de la cepa desarrollada. La misma fue inoculada en otro tubo con 10 ml de
diluyente, homogenizando en vortex y ajustando en espectrofotometro hasta obtener
el siguiente valor de observancia:

D.O (densidad optica)=0.211

4.7.7.a- Ensayo de las suspensiones bacterianas:

Para efectivizar esta prueba fueron realizadas las diluciones de acuerdo al (item
4.3.3), Se tom6 1 ml de la suspension bacteriana del tubo N° 6 colocandola en una



placa de Petri (por duplicado) vertiendo agar recuento. Cumplida esta operacion las
placas fueron incubadas a 37° C por 18 horas de forma invertida para efectuar el
recuento.

Figura 58. La imagen evidencia el desarrollo del Figura 59. La imagen muestra el desarrollo
del A. baumannii sobre una placa de agar recuento. A. baumannii sobre agar recuento (duplicado).

4.7.7.b- Ensayo del desinfectante (Monopersulfato de potasio):

Para conocer el efecto bactericida de este desinfectante se extrajeron 100 pul del tubo
que contenia la suspensién de ensayo (1-3x10® bacterias/ml), estos fueron
introducidos en un tubo con 900 ul de Monopersulfato de potasio. Se homogenizo
en vortex manteniendo durante 5 minutos a 20 ° C. Luego de ese tiempo 250 ul
fueron afiadidos en un tubo con 2.25 ml de bicarbonato de sodio a concentracion
simple (1X). Se agitd, dejando durante 10 minutos a 20° C para luego extraer 1 ml y
plaquearlo por duplicado en agar recuento. La incubacion fue realizada 37° C por 18
horas para efectuar el recuento.

Figuras 60 y 61 . En las imagenes se observa una placa con suspension de ensayo,
monopersulfato de potasio y bicarbonato de sodio (1X) con su respectivo duplicado.

4.7.7.c- Ensayo del Neutralizante (bicarbonato de sodio):



Para realizar la prueba de efectividad del neutralizante se tomaron dos tubos: uno con
1 ml de agua destilada estéril y otro con 1 ml de monopersulfato de potasio a
concentracion 1/5. En cada tubo fue colocado 1 ml de bicarbonato de sodio a doble
concentracion (2X) agitando en vortex y conservandolo a 20° C durante 10 minutos.
Luego fueron agregados 100 pl de la suspension bacteriana nimero 5 en cada tubo,
homogenizando y manteniendo a 20° C durante 5 minutos. Se tomaron dos alicuotas
de 1ml de cada tubo (cada uno se hizo por duplicado), vertiendo agar recuento,
mezclando bien antes de su solidificacion. Se invirtieron las placas e incubaron a 37°
C por un lapso de 18 hs. para efectuar el recuento.

4.7.8- Prueba de dilucion/neutralizacion del Hipoclorito de sodio sobre
Acinetobacter baumannii

Para éste ensayo se utilizé la cepa de coleccion ATCC 17978 que fue activada de
acuerdo al (Item 4.2.1).

Posteriormente se extrajeron con ansa en anillo 5 ul del tltimo repique colocandolos
en otro tubo de ensayo con 10 ml de diluyente. Esta preparacion fue homogenizada
en vortex ajustando en espectrofotdmetro para observar la densidad Optica:

D.O (densidad 6ptica)= 0.208

4.7.8.a- Ensayo de las suspensiones bacterianas con 4. baumannii.

Realizadas las diluciones mencionadas en el item 4.3.3 se extrajo 1 ml de la
suspension bacteriana del tubo 6 y fue colocada en una placa de Petri por duplicado;
vertiendo inmediatamente agar recuento. Realizada esta operacion se invirtieron las
placas e incubaron a 37° C durante 18 hs efectuando el recuento.

Figura 62. En la imagen digital se observa el desarrollo Figura 63. Esta imagen muestra el desarrollo
del 4. baumannii en agar recuento. del A. baumannii en agar recuento.

4.7.8.b- Ensayo del desinfectante (Hipoclorito de sodio):



Para evaluar la accion bactericida del hipoclorito de sodio se extrajeron 100 ul de la
suspension de ensayo trasvasandolos a otro tubo con 900 pl de Hipoclorito de
sodio. La homogenizacion fue realizada en vortex y se mantuvo a 20 ° C durante 5
minutos.

Transcurrido ese tiempo se extrajeron 250 pl que fueron incorporados en un tubo con
2.25 ml de Tiosulfato de sodio a concentracion simple (1X) agitando en vortex y
manteniendo por 10 minutos a 20° C. Cumplimentado ese lapso, se tomd 1 ml que
fue sembrado en placas con agar recuento. El proceso de incubacion fue por 18
horas a 37° C. y se efectud el recuento.

Figuras 64. En la microfotografia se observan 2 placas con agar recuento, suspension de ensayo,
hipoclorito de sodio y su neutralizante en concentracion (1X). (Original y duplicado)

4.7.8.c- Ensayo del Neutralizante (Tiosulfato de sodio):

Con dos tubos se evaluo la efectividad del tiosulfato de sodio: uno con 1 ml de agua
destilada estéril y otro con 1 ml de hipoclorito de sodio a concentracién 1/5,
colocando en cada tubo 1 ml de Tiosulfato de sodio a doble concentracion (2X). Se
homogenizé en vortex manteniendo a 20° C durante 10 minutos. Luego se agregaron
100 pl de la suspension bacteriana nimero 5. Continuando con los siguientes pasos:
homogenizacién y reposo a 20° C durante 5 minutos; toma de dos alicuotas de 1ml
por duplicado; colocacién en placas con agar recuento; inversion de las placas en
estufa de cultivo a 37° C durante 18 horas y recuento.



Figura 65 . En sector superior de la imagen pueden observarse dos placas con agua destilada estéril, tiosulfato de
sodio en concentracion (2X) y suspension bacteriana N° 5. El sector inferior muestra dos placas con
monopersulfato de potasio 1/5, tiosulfato de sodio en concentracion (2X) y suspension bacteriana N° 5.

4.7.9- Prueba de dilucion/neutralizacion del Monopersulfato de potasio sobre
Aspergillus fumigatus.

Para la realizacion de esta prueba fue utilizada una cepa de coleccion ATCC 26934.
A la misma se le realizaron 3 pases de cultivo con intervalos de 5 dias. Al tubo con el
ultimo repique se lo tratd de acuerdo al item 4.6.2. La suspension fungica fue
ajustada mediante la utilizaciéon de la cadmara de Neubauer (para recuento de
conidios) y la microscopia Optica, considerando que el recuento obtenido debia
alcanzar al igual que en el ensayo realizado con bacterias entre 1-3 x 10® conidios/ml
(éste procedimiento reemplazaria al uso de espectrofotdmetro mencionado en los
ensayos con cepas bacterianas).

Figura 66. La microfotografia indica la disposicion de conidios
en la Camara de Neubauer observados por Microscopia Optica.



Posteriormente, se fundid en bafio termostatizado un matraz de Erlenmeyer con agar
recuento para preparar 8 placas de Petri (dos para el recuento, dos para el ensayo del
desinfectante y cuatro para el neutralizante).

4.7.9.a- Ensayo de la suspension fungica:

Las diluciones fueron realizadas de acuerdo al (item 4.3.3). Se extrajeron 100 ul de la
suspension fungica del tubo N° 6 colocandolos sobre la superficie de una placa de
Petri con agar recuento, homogenizando con perlas estériles. Este procedimiento se
realizo por duplicado.

El método de siembra seleccionado se debid a que A. fumigatus es un hongo
filamentoso aerobio estricto. Efectuada esta operacion se incubaron las placas a 30°
C por cinco dias para consecutivamente efectuar el recuento.

Figura 67 . Presencia de Colonias de A. fumigatus . Figura 68. Desarrollo de A4.fumigatus (duplicado)

4.7.9.b- Ensayo del Desinfectante (Monopersulfato de potasio):

Para conocer el efecto fungicida del desinfectante se extrajeron 100 pl del tubo que
contenia la suspension de ensayo (1-3x108 conidios/ml) colocandolos en un tubo con
900 pl de monopersulfato de potasio. Los pasos siguientes fueron: homogenizacion
en vortex y mantenimiento durante 5 minutos a 20 ® C; extraccion de 250 ul e
incorporacion en un tubo con 2.25 ml de Bicarbonato de sodio a concentracion
simple (1X); mezcla y mantenimiento durante 10 minutos a 20° C; extraccion de 100
ul de la suspension lograda; siembra en la superficie de una placa con agar recuento
(por duplicado) con perlas estériles; inmediata incubacion de las placas a 30° C por
cinco dias y recuento.



Figura 69. La fotografia digital muestra la presencia de Figura 70. En la microfotografia puede
de A. fumigatus sobre una placa de agar recuento. observarse al A. fumigatus sobre una placa de
agar recuento (Duplicado) .

4.7.9.c- Ensayo del Neutralizante (Bicarbonato de sodio):

Para la realizacion de ésta prueba, fueron necesarios dos tubos: uno con 1 ml de agua
destilada estéril y otro con 1 ml de monopersulfato de potasio a concentracion 1/5.
Se coloco en cada tubo 1 ml de Bicarbonato de sodio a doble concentracion (2X);
agitando en vortex y manteniendo a 20° C durante 10 minutos. Inmediatamente
fueron agregados 100 pl de la suspension fingica nimero 5 homogenizando y
manteniendo a 20° C durante 5 minutos. Transcurrido ese tiempo, dos alicuotas de
100 ul de cada tubo (cada uno se hizo por duplicado) se sembraron en superficie con
perlas estériles. La incubacion de las placas fue en estufa de cultivo a 30° C por cinco
dias para luego efectuar el recuento.

Figura 71 . La fotografia muestra el desarrollo de 2 placas con agua destilada,
bicarbonato de sodio 2X y suspension fungica del tubo 5. (Por duplicado)



Figura 72. La fotografia indica el desarrollo de dos placas con Monopersulfato de potasio,
bicarbonato de sodio 2X y suspension fungica del tubo 5. (Por duplicado)

4.7.9.d- Modificacion del ensayo:

Como no pudo evaluarse la accion fungicida del monopersulfato de potasio sobre A.
Sfumigatus en los tiempos estipulados (de acuerdo al protocolo de trabajo) fueron
reiteradas las pruebas seglin los items 4.7.9.a, 4.7.9.b, 4.7.9.c. En este proceso se
elevo el tiempo de contacto del desinfectante durante 1 hora y a las 10 horas.

4.7.9.e- Ensayo de la suspension fungica, del desinfectante (monopersulfato de

potasio) y del neutralizante (bicarbonato de sodio). Tiempo de contacto del
desinfectante: 1 hora.

Figura 73. La imagen indica el desarrollo de A. fumigatus sobre una placa de agar recuento. (Por duplicado)



Figura 74. En la microfotografia puede observase el gran desarrollo
de A. fumigatus sobre dos placas con agar recuento (original y duplicado) luego de 1 hora de accion del
desinfectante.

Figura 75. La fotografia muestra el desarrollo de 2 placas (original y duplicado) con agua destilada,
bicarbonato de sodio 2X y suspension fungica del tubo 5.

Figura 76. Desarrollo de dos placas con Monopersulfato de potasio,
bicarbonato de sodio 2X y suspension fungica del tubo 5. (Por duplicado)

4.7.9.f- Ensayo de la suspension fingica, del desinfectante (monopersulfato de
potasio) y del neutralizante (bicarbonato de sodio). Tiempo de contacto del
desinfectante: 10 horas.



Figura 78. La microfotografia muestra 2 placas (original y duplicado) con agar recuento y A. fumigatus
luego de 10 horas de accion del desinfectante.

Figura 79. Desarrollo de 2 placas (original y duplicado) con agua destilada,
bicarbonato de sodio 2X y suspension fungica del tubo 5.



Figura 80. En la fotografia se observa el desarrollo de dos placas con Monopersulfato de potasio,
bicarbonato de sodio 2X y suspension fungica del tubo 5. (Por duplicado)

4.7.10- Prueba de dilucion/neutralizacion del Hipoclorito de sodio sobre
Aspergillus fumigatus.

4.7.10.a- Ensayo de la suspension fungica:

Para cumplimentar éste ensayo fueron realizadas las diluciones de acuerdo al (item
4.3.3). Se tomaron 100 ul de la suspension fungica del tubo N° 6 sembrandolas en la
superficie de una placa de Petri con agar recuento, homogenizando con perlas
estériles. Este proceso fue repetido una vez més para obtener un duplicado. El
método de siembra seleccionado se detalla en el item 4.7.9.a. Realizada esta
operacion se incubaron las placas a 30° C por cinco dias para efectuar el recuento.

Figura 81. La imagen detalla el desarrollo del 4. fumigatus
sobre una placa de agar recuento y su respectivo duplicado

4.7.10.b- Ensayo del desinfectante (Hipoclorito de sodio):

Para evaluar el efecto fungicida del desinfectante se efectudé el siguiente
procedimiento: extraccion de 100 pl del tubo que contenia la suspension de ensayo
(1-3x108 conidios/ml); introduccion en un tubo con 900 pl de Hipoclorito de sodio;
homogenizado en vortex; reposo durante 5 minutos a 20 ° C; extraccion de 250 ul
para afiadirlos en un tubo con 2.25 ml de tiosulfato de sodio a concentracion simple



(1X); agitacion y mantenimiento durante 10 minutos a 20° C; extraccion de 100 ul de
la suspension lograda; siembra en la superficie de una placa con agar recuento (por
duplicado) con perlas estériles; inmediata incubacion de las placas a 30° C por cinco
dias para efectuar el recuento.

Figura 82. Las imagenes fotograficas muestran dos placas con suspension de ensayo,
hipoclorito de sodio y tiosulfato de sodio (1X) (por duplicado).

4.7.10.c- Ensayo del Neutralizante (Tiosulfato de sodio):

Para la operativizacion de este ensayo se emplearon dos tubos: uno con 1 ml de agua
destilada estéril y otro con 1 ml de hipoclorito de sodio a concentracion 1/5. En cada
tubo fue agregado 1 ml de tiosulfato de sodio a doble concentracion (2X), agitando
en vortex y manteniendo a 20° C durante 10 minutos. Inmediatamente se agregaron
100 pl de la suspension fungica nimero 5, homogenizando y manteniendo a 20° C
durante 5 minutos. Transcurrido ese lapso, dos alicuotas de 100 ul de cada tubo (por
duplicado) fueron sembradas en superficie, homogenizando con perlas estériles.
Posteriormente se realizo la incubacién de las placas en estufa a 30° C por cinco dias
para efectuar el recuento.

Figura 83 . La fotografia digital evidencia el desarrollo de dos placas con agua destilada,
Tiosulfato de sodio 2X y suspension fungica del tubo 5. (original y duplicado)



Figura 84. La fotografia digital muestra el desarrollo de dos placas con hipoclorito de sodio,

tiosulfato de sodio 2X y suspension fungica del tubo 5.

4.8- Pruebas estadisticas:

Para el tratamiento estadistico de los resultados obtenidos se utiliz6 el de test de
varianza ANOVA vy las pruebas de comparaciones multiples de medidas repetidas,
cuando las diferencias resultaron significativas.

Analisis de varianza ANOVA:

ANOVA puede ser considerado como una manera de verificar si dos o mas medidas
muestrales fueron extraidas de una misma poblacion o de poblaciones con el mismo
valor esperado para una magnitud dada. En consecuencia, cuando estas medias
muestrales no resultan coincidentes habra que suponer que provienen de poblaciones
diferentes; por efecto causado por un factor en estudio.

ANOVA es un método general que se extiende a comparaciones multiples, pudiendo
demostrar que coincide con el de Student si se aplica a s6lo dos muestras. Es decir, el
modelo de Student es un caso particular del ANOVA. Este modelo desarrollado por
R. A. Fisher a principios de este siglo tiene una distribucion teorica esperada: la
funcién F, tabulada por G. W. Snedecor. Los tests estadisticos a realizar se basan en
comparar el valor muestral calculado con los datos medidos: F contra un valor critico
de tablas Fo. La idea bésica del método es que las muestras sean normales,
independientes y aleatorias estimando que todas tienen la misma varianza. Para que
provengan de una misma poblacion se necesita inicamente que las medias muestrales
sean todas iguales. La hipotesis nula Ho se usa en todos los modelos de ANOVA,
junto con los cuatro supuestos mencionados.

Las comparaciones multiples se basan en establecer cudl es la diferencia minima de
las medias aritméticas de los grupos que tienen una probabilidad (P) de producirse,
inferior a un valor critico (5 %, P < 0,05 o 1 %, P< 0,01) (Por Ejemplo) si la
hipotesis nula es verdadera.

Cuando la diferencia observada entre los grupos de un estudio es mayor que esa
minima diferencia significativa de igualdad de media aritmética entre las poblaciones
la hipdtesis es rechazada y se dira que la diferencia es significativa.



El modelo de ANOVA estudia una sola fuente de variacion como factor de analisis,
el cual se subdivide en subgrupos de tipo jerarquico para su estudio como fuentes de
variacion separadas. Es decir fuentes o factores dentro de una clasificacion superior.
El calculo del modelo de ANOVA de dos factores se puede clasificar en dos:
a) sin repeticion, cuando hay un solo dato por cada combinacion posible de los
factores.
b) con repeticion, cuando hay mas de un dato para cada caso o combinacion de
factores posibles (Macchi, 2001; Azzimonti Renzo, 2003).



5- Resultados:
5.1- Estudio de la accion microbicida de los desinfectantes (NaCIO y KHSO5):

Con base en lo mencionado en los capitulos anteriores fue analizado el efecto
microbicida del hipoclorito de sodio (NaClO) y del monopersulfato de potasio
(KHSOS5) sobre los microorganismos mas frecuentes presentes en ambientes
odontologicos. Aquellos representan cuatro cepas bacterianas y una fingica de tipo
sésil.

5.1.1- Analisis estadistico de los resultados obtenidos. Significancia.

Las variables consideradas en este estudio fueron:
- La suspension bacteriana y/o fungica,
- El desinfectante
- El neutralizante.

5.2- Resultados del recuento de UFC (Unidades formadoras de colonia) en
placas en relacion al hipoclorito de sodio.

5.2.1- Analisis de las suspensiones bacterianas con Hipoclorito de sodio:

Realizado el procedimiento indicado en el item 4.4 (extraccion del tubo 6 de 1 ml de
la suspension bacteriana y colocacion en una placa de Petri por duplicado;
incorporacion de agar recuento; inversion de las placas e incubacion a 37° C de 18-24
horas segun la cepa), se llevo a cabo el recuento de colonias sobre la superficie de
cada placa denominandolas “placa 1” a la original y “placa 2” al duplicado. Se
obtuvieron los valores medios de cada recuento y se los denominé (R).

En las figuras 85, 86, 87 y 88, se observa el desarrollo de las UFC en placa de E.
coli, S. aureus, P. aeruginosa y A. baumannii.

5.2.1.a- Recuento de las UFC en placas con E. coli.
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Fig. 85. Moderado incremento de las
UFC entre las placas 1 y 2.
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5.2.1.b- Recuento de las UFC en placas con S. aureus.
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Fig. 86. Ascenso de la curva entre las placas 1 y 2.

5.2.1.c- Recuento de las UFC en placas con P. aeruginosa.

260

240

UFC

220

200 T T

NUMERO DE PLACA

Fig. 87. Marcado desarrollo de las UFC en la placa 2 en relacion a la placa 1.



5.2.1.d- Recuento de las UFC en placas con 4. baumannii.
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Fig. 88 .Incremento de las UFC en la placa 2 en comparacion con las UFC de la placa 1.

5.2.1.e- Recuento comparativo del valor medio de las UFC de las diferentes
bacterias:

Los valores medios (R) obtenidos del andlisis estadistico comparativo de las UFC
presentes en los cultivos, en orden creciente fueron: P. aeruginosa (R:230.5 UFC), S.
aureus (R:241 UFC), E. coli (R: 419 UFC) y A. baumannii (R: 526 UFC). Tal como
lo indica la figura 89, el mayor desarrollo de UFC, se observé en la placa con A.
baumannii, mientras que el menor valor se registr6 en la placa con P. aeruginosa. El
analisis estadistico de las UFC arrojé un ntimero significativo siendo P<0.05.

500 -

1- E. coli.
400 - 2- S. aureus.
3- S. aeruginosa.
4- A. baumannii.
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Fig. 89. Leve aumento de los valores medios entre las placas 2 y 3, marcado incremento en la placa 1 e
importante ascenso en la placa 4.



5.2.2- Resultados del efecto bactericida del hipoclorito de sodio.

Luego de efectivizadas la incubacion de acuerdo a cada microorganismo, se procedio
al recuento de colonias de cada placa (original=Placa Al y duplicado= Placa A2);
obteniendo el valor medio al que se denominé (D).

Para que una concentracion de desinfectante sea microbicida se tiene que producir
una reduccion de 10° en el nimero de microorganismos [ D < (C/10) ].

Para el calculo de la reduccion logaritmica se consideraron los datos obtenidos en el
recuento de la suspension microbiana realizado durante las diluciones hasta un total
de 10, El valor inicial de la suspension es C x 10, en ésta tltima se realizaron dos
diluciones, la primera de 1/10 para el desinfectante y la segunda de 1/10 para el
neutralizante siendo C x 104

En relaciéon a lo descripto anteriormente, la reduccion logaritmica se calculd
aplicando la siguiente formula:

log. (Cx10%) —log D

Como muestran las figuras 90,91 ,92 y 93, el valor del efecto bactericida del
hipoclorito de sodio arroj6 el mismo resultado (cero) para las cuatro cepas
bacterianas.

5.2.2.a- Efecto bactericida del hipoclorito de sodio sobre E. coli.

Numero de placa con E. coli

Fig. 90. No se observan diferencias en el desarrollo de UFC de ambas placas.



5.2.2.b- Efecto bactericida del hipoclorito de sodio sobre S. aureus.

Numero de placa con S. aureus

Fig. 91. No se evidencian diferencias en el desarrollo de UFC entre la placa 1 la placa 2.

5.2.2.c- Efecto del hipoclorito de sodio sobre P.aeruginosa.
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Fig. 92. Sin desarrollo de P. aeruginosa sobre ambas placas de Petri.



5.2.2.d- Efecto del hipoclorito de sodio sobre A. baumannii.
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Fig. 93. La placa 1 y la placa 2 no presentan desarrollo.

5.2.2.e- Analisis comparativo del efecto bactericida del hipoclorito de sodio.

En todos los casos, la media “D” fue igual a cero (0). Aplicando el test de varianza
no se hall6 un resultado estadistico significativo, siendo P>0.05.

Comparacion de los valores medios (D) del efecto desinfectante
del hipoclorito de sodio sobre las bacterias seleccionadas.
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4- A
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Fig .94. Ausencia de desarrollo de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa'y A. baumannii.
¢ En base a las pruebas estadisticas realizadas y a las normas AFNOR, los

resultados obtenidos indican que el hipoclorito de sodio fue efectivo



sobre todas las bacterias sin variacion significativa sobre las distintas
cepas.

5.2.3- Resultados del neutralizante sobre el hipoclorito de sodio.

Cumplimentado el tiempo de incubacién se procedid a evaluar el efecto del
neutralizante para el hipoclorito de sodio, realizando el recuento de colonias. El valor
medio de las dos placas con agua destilada (original= Placa A1 y duplicado= Placa
A2) se denomind (C) y el valor medio de las dos placas con desinfectante (original=
Placa B1 y duplicado= Placa B2), fue denominado (N).

Para que el neutralizante se considere efectivo debe proteger al 50% de los
microorganismos presentes, es decir: N > 0.5 C.

Las figuras (95, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103, 104 y 105) detallan el efecto del
neutralizante (tiosulfato de sodio) sobre:

- Tubo A (Iml de agua destilada, neutralizante en concentracion doble, y la
suspension bacteriana del tubo 5).

- Tubo B (Iml de hipoclorito de sodio, neutralizante en concentracion doble, y
la suspension bacteriana del tubo 5)

-y la comparacion de los valores medios entre ambos, teniendo en cuenta que
el posterior cultivo fue realizado en placa de Petri.

5.2.3.a- Efecto del neutralizante del hipoclorito de sodio en relacion al tubo
“A” vy a una dilucion bacteriana de £. coli.
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Fig. 95. Marcado incremento del desarrollo de UFC en la placa A1 en relacion a la placa A2.



5.2.3.b- Efecto del neutralizante del hipoclorito de sodio en relacién al tubo “B”
y a una dilucién bacteriana de E. coli.
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Fig. 96. Moderado descenso de las UFC en la placa B2 con respecto a la placa B1.

5.2.3.c- Comparacion del valor medio del neutralizante para hipoclorito de sodio
en relacion a los tubos “A” v “B” v a una dilucion bacteriana de E. coli.
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Fig. 97. Marcado ascenso de las UFC en las placas A en relacion a las placas B.



5.2.3.d- Efecto del neutralizante del hipoclorito de sodio en relacién al tubo “A”

v a una dilucion bacteriana de S. aureus.
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Fig. 98. Ascenso de las UFC en la placa A2 en relacion a la placa Al.

5.2.3.e- Efecto del neutralizante del hipoclorito de sodio en relacién al tubo “B”

v a una dilucion bacteriana de S. aureus.
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Fig. 99. Linea descendente de las UFC de la placa B1 a la placa B2.



5.2.3.f- Comparacidn del valor medio del neutralizante para hipoclorito de sodio en
relacion a los tubos “A” v “B” vy a una dilucién bacteriana de S. aureus.
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Fig.. 100. Moderado descenso de las UFC en las placas A en relacion a las placas B.

5.2.3.g- Efecto del neutralizante del hipoclorito de sodio en relacién al tubo “A”

v a una dilucidn bacteriana de P. aeruginosa.
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Fig.101. Aumento del mimero de UFC en la placa A1 en relacion a la placa A2.



5.2.3.h- Efecto del neutralizante del hipoclorito de sodio en relacién al tubo “B”

y a una dilucién bacteriana de P. aeruginosa.
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Fig.102. Escasa diferencia en el numero de UFC de la placa B1 con respecto a la placa B2.

5.2.3.i- Comparacioén del valor medio del neutralizante para hipoclorito de sodio en
relacién a los tubos “A” v “B” v a una dilucién bacteriana de P. aeruginosa.
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Fig.103. Leve descenso de las UFC en las placas B en relacion a las placas A.



5.2.3.i- Efecto del neutralizante del hipoclorito de sodio en relacion al tubo “A”

v a una dilucion bacteriana de 4. baumannii.
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Fig.104. Moderado ascenso de las UFC en la placa A2 en relacion a la placa Al.

5.2.3.k- Efecto del neutralizante del hipoclorito de sodio en relacién al tubo “B”
v a una dilucién bacteriana de A. baumannii.
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Fig.105. Disminucion de las UFC en la placa B1 en relacion a la placa B2.



5.2.3.1- Comparacién del valor medio del neutralizante para hipoclorito de sodio en
relacion a los tubos “A” v “B” v a una dilucion bacteriana de A. baumannii.
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Fig.106. Leve descenso de las UFC en las placas B en relacion a las placas A.

« Los resultados obtenidos demuestran que el hipoclorito de sodio
interrumpe su accion al ser aplicado el neutralizante (tiosulfato de sodio).

5.3- Resultados del recuento de UFC en placas en relacion al Monopersulfato de
potasio.

Transcurrido el tiempo de incubacion de cada microorganismo, se realizé el recuento
de colonias sobre la superficie de cada placa (original= Placa 1 y duplicado= Placa
2). Los resultados se indican en las figuras 107, 108, 109 y 110. A los valores medios
obtenidos se los denomind (R) fig. 111.

5.3.1- Analisis de las suspensiones bacterianas con monopersulfato de potasio:

5.3.1.a- Recuento de las UFC en placas con E. coli.

510

2
5 480

Fig.107. Moderado incremento en
relacion al desarrollo de las UFC de
450 - la placa 1.

Numero de placa



5.3.1.b- Recuento de las UFC en placas con S. aureus
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Fig.108. Descenso de la curva entre las placas 1 y 2.

5.3.1.c- Recuento de las UFC en placas con P. aeruginosa.
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Fig.109. Leve incremento de las UFC en la placa 2 con respecto a la placa 1.



5.3.1.d- Recuento de las UFC en placas con 4. baumannii.
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Fig.110. Incremento de las UFC en la placa 2 en comparacion con las UFC de la placa 1.

5.3.1.e- Recuento comparativo del valor medio de las UFC de las diferentes

bacterias:

Los valores medios (R) obtenidos del andlisis estadistico comparativo de las UFC
presentes en los cultivos en orden creciente fueron: S. aeruginosa (R:275 UFC), A.
baumannii (R: 410 UFC), E. coli (R: 439 UFC), S. aureus (R:531 UFC). El mayor
desarrollo de UFC (Fig. 111) se observa en la placa con S. aureus, mientras que el

menor valor se registra en la placa con P. aeruginosa.

El analisis estadistico mediante el test de varianza, arroj6 una diferencia significativa
solo en los valores medios de las UFC de las placas 2 y 3, siendo P< 0,02.

550 4

500 +

450 -

400 -

UFC

350 4

300 +

250

. coli.
. Aureus.

1-E

2-s

3- P. aeruginosa.
T 4- A. baumannii.

T T T T
1 2 3 4

Especies bacterianas

Fig.111. La flecha negra continua,
muestra el maximo desarrollo de
UFC (placa 2); la flecha negra
discontinua  sefiala el minimo
desarrollo de UFC (placa 3).




5.3.2- Resultado del efecto bactericida del monopersulfato de potasio.

Realizada la incubacion de acuerdo a cada microorganismo, se hizo el recuento de
colonias de cada placa (original=Placa A1l y duplicado= Placa A2), obteniendo el
valor medio al que se denomin6 (D).

Para que una concentracion de desinfectante sea microbicida se tuvo que producir
una reduccion de 10° en el nimero de microorganismos, es decir: D < (C/10).

Para el calculo de la reduccion logaritmica fue necesario tener en cuenta los datos
obtenidos en el recuento de la suspension microbiana realizado durante las diluciones
hasta un total de 10, en ésta tiltima se realizaron dos diluciones, la primera de 1/10
para el desinfectante y la segunda de 1/10 para el neutralizante siendo C x 10%.

En relacion a lo descripto anteriormente, la reduccion logaritmica se calculd
aplicando la siguiente formula:

log. (Cx10%) —log D

En las figuras 112, 113 y 114, el valor del efecto bactericida del monopersulfato de
potasio tuvo el mismo resultado (cero) en las tres cepas (E. coli, S. aureus, P.

aeruginosa), mientras que en la restante (4. baumannii) se registraron valores
diferentes (fig. 115).

5.3.2.a- Efecto del monopersulfato de potasio sobre E. coli.

0,0 L] n

UFC

Numero de placa con E. coli

Fig. 112. Ausencia de desarrollo de las UFC de E. coli sobre la superficie de la placa de Petri.



5.3.2.b- Efecto del monopersulfato de potasio sobre S. aureus.

0,0 L] ]

UFC

Numero de placa con S. aureus

Fig.113. Entre la placa 1 y la placa 2 no se advierten diferencias.

5.3.2.c- Efecto del monopersulfato de potasio sobre P.aeruginosa.

Numero de placa con P.aeruginosa

Fig.114. No se observan diferencias entre las 2 placas.



5.3.2.d- Efecto del monopersulfato de potasio sobre 4. baumannii.

UFC

2,0

Numero de placa con A. baumannii

Fig. 115. Aumento de las UFC de A. baumannii en la placa 1 en comparacion con la placa 2.

5.3.2.e- Analisis comparativo del efecto bactericida del monopersulfato de

.
potasio.
34
P
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Fig.116. E. coli, el S. aureus y la P. aeruginosa presentaron una media D: (0), mientras que en el A. baumannii la
media D: (2.5). Se obtuvo un resultado estadisticamente significativo, siendo: P< 0.01.

+¢ De acuerdo a los datos estadisticos obtenidos y a las normas AFNOR, el
monopersulfato de potasio demostro efecto bactericida.



5.3.3- Resultados del neutralizante sobre el monopersulfato de potasio.

Cumplimentado el tiempo de incubacion se procedié al recuento de colonias,
obteniendo el valor medio de las dos placas con agua destilada (original=Placa Aly
duplicado= Placa A2) al que se denominé (C) y el valor medio de las dos placas con
desinfectante (original= Placa B1 y duplicado= Placa B2), denominado (N).

Para comprobar la correcta accion del neutralizante, al menos el 50% de los
microorganismos deben estar protegidos, o sea: N > 0.5 C.

Seguidamente, se muestran las figuras 117, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124, 125,
126, 127 y 128 que detallan el efecto del neutralizante (bicarbonato de sodio) sobre:

e El tubo A (Iml de agua destilada, neutralizante en concentracion doble, y la
suspension bacteriana del tubo 5).

e El tubo B (Iml de monopersulfato de potasio, neutralizante en concentracion
doble, y la suspension bacteriana del tubo 5).

e y la comparacion de los valores medios entre ambos, teniendo en cuenta que
el posterior cultivo fue realizado en placa de Petri.

5.3.3.a- Efecto del neutralizante del monopersulfato de potasio en relacion al
tubo “A” v a una dilucidén bacteriana de E. coli
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Fig.117. Leve incremento de las UFC de la placa A1 en relacion a la placa A2.



5.3.3.b- Efecto del neutralizante del monopersulfato de potasio en relacion al tubo
“B” y a una dilucién bacteriana de E. coli.
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Fig.118. Leve incremento de las UFC de la placa B1 en comparacion con la placa B2.

5.3.3.c- Comparacion del valor medio del neutralizante para monopersulfato de
potasio en relacion a los tubos “A” v “B” v a una dilucidn bacteriana de E. coli.
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Fig.119. Importante incremento de las UFC de las placas A en relacion a las placas B.



5.3.3.d- Efecto del neutralizante del monopersulfato de potasio en relacion al tubo
“A” v a una dilucién bacteriana de S. aureus.
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Fig.120. Leve incremento de las UFC en la placa A2 en relacion al efecto del neutralizante.

5.3.3.e- Efecto del neutralizante del monopersulfato de potasio en relacion al tubo
“B” v a una dilucién bacteriana de S. aureus.
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Fig.121. Mayor desarrollo de UFC en la placa B1. La curva desciende bruscamente en la segunda placa.



5.3.3.f- Comparacién del valor medio del neutralizante para monopersulfato de
potasio en relacion a los tubos “A” v “B” v a una dilucién bacteriana de S. aureus.

252
250 — [ ]
248 —
246 —
244 i

242

UFC

240
238 —-
236 —-
234 —-

232

PLACAS

Fig.122. Leve crecimiento de las UFC en las placas A en comparacion con las placas B.

5.3.3.g- Efecto del neutralizante del monopersulfato de potasio en relacidn al tubo
“A” v auna dilucion bacteriana de P. aeruginosa.
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Fig.123. Moderado desarrollo de la placa 1 sobre la placa 2.



5.3.3.h- Efecto del neutralizante del monopersulfato de potasio en relacion al tubo

“B” vy a una dilucién bacteriana de P. aeruginosa.
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Fig.124. Aumento en el desarrollo de las UFC de la placa 2 en comparacion con la placa 1.

5.3.3.i- Comparacion del valor medio del neutralizante para monopersulfato de

potasio en relacién a los tubos “A” v “B” v a una dilucidn bacteriana de P.
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Fig. 125. Disminucion de las UFC en las placas B en comparacion con las placas A.



5.3.3.i- Efecto del neutralizante del monopersulfato de potasio en relacion al tubo
“A” v a una dilucién bacteriana de 4. baumannii.
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Fig. 126. La placa A1l revela un incremento de las UFC en relacion a la placa A2.

5.3.3.k- Efecto del neutralizante del monopersulfato de potasio en relacidn al tubo
“B” v a una dilucién bacteriana de A. baumannii.
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Fig. 127. Aumento de las UFC de 4. baumannii en la placa B1,
y menor desarrollo en la placa B2.



5.3.3.1- Comparacion del valor medio del neutralizante para monopersulfato de
potasio en relacion a los tubos “A” v “B” v a una dilucién bacteriana de A4.
baumannii.
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Fig. 128. Menor desarrollo de los valores medios de las UFC en las placas A.

¢ Los resultados obtenidos demostraron que el monopersulfato de potasio
interrumpioé su accion al ser aplicado el neutralizante (bicarbonato de
sodio).

5.4- Accion fungicida de los desinfectantes.

En base a los procedimientos operativizados en items anteriores, se realizo el
andlisis estadistico de los resultados teniendo en cuenta las siguientes variables: la
suspension fungica, el desinfectante y el neutralizante.

5.4.1- Resultados del recuento de UFC de A. fumigatus en relacion al hipoclorito
de sodio.

Concluida la incubacion de A. fumigatus, se efectlio el recuento sobre la superficie de
cada placa (original= Placa 1 y duplicado= Placa 2), que se indican en la Fig.129. Se
obtuvieron los valores medios de cada recuento denominandolos (R)



5.4.1.a- Recuento de las UFC en placas con 4. fumigatus.
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Fig. 129. Aumento en el desarrollo de las UFC de la placa 2 (duplicado) en relacion a la placa 1 (original).

5.4.2- Resultado del efecto fungicida del hipoclorito de sodio.

Concluida la incubacion del A. fumigatus se realizé el recuento de colonias de cada
placa (original=Placa A1 y duplicado= Placa A2), obteniendo el valor medio al que
se denomind (D).

Para considerar que una concentracion de desinfectante sea fungicida, se tuvo que
producir una reduccion de 10° en el nimero de microorganismos; es decir: D <
(CN0).

Para el célculo de la reduccion logaritmica se tuvieron en cuenta los datos obtenidos
en el recuento de la suspension fungica efectuada durante las diluciones hasta un
total de 106, Por ende el valor inicial de la suspension es C x 10, que pas6 por dos

diluciones: la primera de 1/10 para el desinfectante y la segunda de 1/10 para el
neutralizante, siendo C x 10% La reduccion logaritmica se calculd aplicando la
siguiente formula:

log. (Cx10%) —log D



5.4.2.a- Efecto del hipoclorito de sodio sobre el A. fumigatus.

2,04 u
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Fig. 130. Accion del (NaCLO) sobre las placas 1 y 2 con A. fumigatus.
Se observa que la placa 2 presenta mas desarrollo de las UFC que la placa 1.

¢ De acuerdo a las normas AFNOR, el hipoclorito de sodio present6 accion
fungicida.

5.4.3- Resultados del neutralizante sobre el hipoclorito de sodio.

Terminado el tiempo de incubacion se procedi6 al recuento de colonias, obteniendo
el valor medio de las dos placas con agua destilada (original= Placa Al y
duplicado= Placa A2) al que se llamo6 (C) y el valor medio de las dos placas con
desinfectante (original= Placa B1 y duplicado= Placa B2), denominado (N).

Para comprobar que el neutralizante fuese efectivo, al menos el 50% de los hongos
deben estar protegidos, es decir N > 0.5 C.

5.4.3.a- Efecto del neutralizante del hipoclorito de sodio en relacion al tubo “A”

v a una dilucidn de 4. fumigatus.
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Fig. 131. Incremento de las UFC de la
placa 2 en relacion a la placa 1.
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5.4.3.b- Efecto del neutralizante del hipoclorito de sodio en relacién al tubo “B”

y a una dilucién de 4. fumigatus.
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Fig. 132. Incremento de las UFC de la placa 1 en comparacion con la placa 2.

5.4.3.c- Comparacion del valor medio del neutralizante para hipoclorito de sodio

(tiosulfato de sodio) en relacién a los tubos A v B v una dilucién de 4. fumigatus.

240

80

PLACAS

Fig. 133. Marcado incremento de las UFC de la placa B en comparacion con la placa A.

¢ Los resultados obtenidos demostraron que el hipoclorito de sodio
interrumpio su accion al ser aplicado el neutralizante (tiosulfato de
sodio).



Para llevar a cabo el ensayo con monopersulfato de potasio, se us6 la misma técnica
descripta en los items anteriores, los mismos tiempos y las mismas variables. Al no
poder evaluarse la accion fungicida por el gran desarrollo de UFC de A.
fumigatus en las cajas de Petri, fueron reiteradas las pruebas elevandole el
tiempo de contacto del desinfectante durante 1 hora al principio y a las 10
horas posteriormente.

5.4.4- Ensayo completo del monopersulfato de potasio sobre A. fumigatus
(Técnica convencional).

5.4.4.a- Recuento de las UFC en placas con 4. fumigatus.

20+ u

UFC

Numero de placa

Fig. 134. ascenso de la curva desde la placa 1 a la placa 2.

5.4.4.b- Efecto del monopersulfato de potasio sobre A. fumigatus.

Debido al gran desarrollo de A. fumigatus en placa, no fue posible realizar el
recuento de UFC por lo que no pudo evaluarse la accion fungicida del
monopersulfato de potasio en los tiempos convencionales.

5.4.4.c- Efecto del neutralizante del monopersulfato de potasio en relacion al tubo
“A” v auna dilucidn de 4. fumigatus.

UFC

Fig. 135. El efecto del neutralizante
6 . muestra una curva ascendente desde la
placa Al alaplaca A2.
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5.4.4.d- Efecto del neutralizante del monopersulfato de potasio en relacion al tubo
“B” vy a una dilucién de 4. fumigatus.

B1 B2
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Fig. 136. La accion del neutralizante (tubo B) denota una curva descendente desde la placa B1 a la placa B2.

5.4.4.e- Comparacion del valor medio del neutralizante para monopersulfato de
potasio (bicarbonato de sodio) en relacion a los tubos A v B v una dilucién de A4.

fumigatus.
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Fig. 137. Los valores medios del neutralizante indican un aumento de la curva desde las placas “A” a las “B”.



5.4.5- Ensayo completo con modificacion del tiempo de contacto del
monopersulfato de potasio sobre A. fumigatus (1 hora).

5.4.5.a- Recuento de las UFC en placas con 4. fumigatus.
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Fig. 138. El desarrollo de UFC en ambas placas arroja un igual resultado.

5.4.5.b- Efecto del monopersulfato de potasio sobre A. fumigatus.

Debido al gran desarrollo de A. fumigatus en placa, no fue posible realizar el
recuento de UFC por lo que no pudo evaluarse la accion fungicida del
monopersulfato de potasio en 1 hora.

5.4.5.c- Efecto del neutralizante del monopersulfato de potasio en relacion al tubo
“A” v a una dilucion de A. fumigatus.
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Fig. 139. Incremento de las UFC en la placa A2 con respecto a la placa Al.



5.4.5.d- Efecto del neutralizante del monopersulfato de potasio en relacion al tubo
“B” vy a una dilucién de 4. fumigatus.
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Fig. 140. Accion del neutralizante sobre el tubo B y su posterior siembra en placa.
Puede observarse un efecto similar en ambas placas.

5.4.5.e- Comparacion del valor medio del neutralizante para monopersulfato de
potasio(bicarbonato de sodio) en relacion a los tubos A v B v una dilucién de 4.

fumigatus.
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Fig. 141. Moderado incremento de las UFC del valor medio de las placas B en comparacion con las placas A.



5.4.6- Ensayo completo con modificacion del tiempo de contacto
monopersulfato de potasio sobre A. fumigatus (10 horas).

5.4.6.a- Recuento de las UFC en placas con 4. fumigatus.
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Fig. 142. incremento en el desarrollo de las UFC en la placa 2 en relacion a la placa 1.

5.4.6.b- Efecto del monopersulfato de potasio sobre el 4. fumigatus.
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Fig. 143. Desarrollo de las UFC tras la accion del desinfectante sobre 4. fumigatus.
Descenso de la curva desde la placa 1 ala 2.

del

¢ De acuerdo a los diferentes ensayos realizados se logro accion fungicida
del monopersulfato de potasio a las 10 horas de contacto. Este resultado
no es coincidente con las especificaciones establecidas en las normas

AFNOR.



5.4.6.c- Efecto del neutralizante del monopersulfato de potasio en relacion al tubo
“A” vy auna dilucién de 4. fumigatus.
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Fig. 144. leve aumento de las UFC en la placa A2 en relacion a la placa Al.

5.4.6.d- Efecto del neutralizante del monopersulfato de potasio en relacidn al tubo
“B” v a una dilucién de 4. fumigatus.
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Fig. 145. La curva indica un incremento de las UFC de la placa B2 en comparacion con la B1.



5.4.6.e- Comparacion del valor medio del neutralizante para monopersulfato de
potasio (bicarbonato de sodio) en relacion a los tubos A v B v una dilucién de A4.

fumigatus.

PLACAS

Fig. 146. Ante la accion del neutralizante se observa una marcada disminucion en las placas A.

X/

+* Los resultados obtenidos demostraron que el monopersulfato de potasio
interrumpioé su accion al ser aplicado el neutralizante (bicarbonato de
sodio).



6- Discusion:

Al analizar el efecto microbicida del hipoclorito de sodio (NaClO) y del
monopersulfato de potasio (KHSOS5) sobre los microorganismos mas frecuentes en
ambientes odontolégicos  (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii, Escherichia coli y Aspergillus fumigatus) se empled in
vitro el método de dilucidon- neutralizacion; utilizando las suspensiones bacterianas,
los desinfectantes y los neutralizantes, los que fueron identificados para anular la
accion de cada agente quimico. Respecto a este aspecto se ha hallado que la actividad
antibacteriana/antifungica de los desinfectantes analizados ha dependido del
microorganismo sobre el que actuen; como asi también de la temperatura y del
tiempo de accion.

En lo referente al S. aureus ante la accion del (NaClO) se comprobo el efecto
bactericida en 5 minutos a 20° C, no observando desarrollo sobre la superficie de las
placas de Petri. Este dato obtenido es coincidente con un estudio realizado por la
fundacion Centro de Estudios Infectologicos (FUNCEI) en el cual se emplearon 5
desinfectantes para la reducciéon bacteriana demostrando la efectividad del
hipoclorito de sodio sobre este microorganismo 4%,

Pardo Hernandez, D. en un estudio sobre susceptibilidad bacteriana con cuatro
soluciones germicidas encontr6 que el hipoclorito de sodio destruye bacterias
vegetativas, micobacterias, virus, hongos y bacterias esporuladas “¥. Un
comportamiento similar se encontré en esta investigacion sobre P. aeruginosa, A.
baumannii 'y E. coli.

También se comprobd la accion fungicida del hipoclorito de sodio sobre A.
fumigatus, observando el desarrollo de pocas colonias sobre las placas. Una
publicacion del Brazilian Journal of Microbiology describe una menor eficacia del
hipoclorito de sodio en contraposicion a los resultados utilizando clorhexdina-
cetrimida, cloruro de benzalconio y el derivado de clorofenol contra A. fumigatus
aislado en diferentes ambientes. Los resultados de ese trabajo demostraron que el
clorhexidine inhibia inmediatamente las cepas fingicas, al igual que los derivados
fendlicos que presentaban igual efecto fungicida en el mismo periodo de tiempo (5
minutos); mientras que para lograr la destruccion de esporas con hipoclorito de sodio
en 5 minutos debian elevarse las concentraciones minimas ).

Xavier M.O y Col. en el afio 2009 expresan que el Hipoclorito de sodio utilizado al
0.5 % no presenta una buena respuesta fungicida frente a A. fumigatus y A. niger. Sin
embargo otros autores demostraron la actividad microbicida del hipoclorito de sodio
sobre cepas de Salmonella spp, E. coli. y A. fumigatus. Al respecto, se obtuvo el
mismo dato en relacion a los dos tltimos microorganismos mencionados. En aquel
estudio utilizado para las dos cepas se observo el desarrollo de colonias en un
nimero estadisticamente significativo: p<0,01 con una reduccion del 99,99 % de
nactivacion en un tiempo de 5 minutos. En el afio 2012, Moncada Barragan J.L con



el agregado de 4cido peracético comprobd que la reduccion resultaba igual pero el
tiempo se disminuia a 1 minuto de exposicion.

Recientemente (2019) Reynolds Kelly et al. Demostraron la eficacia del hipoclorito
de sodio al 2,4 % sobre cepas de A. fumigatus y Clamidosporum. Observando que el
efecto obtenido sobre A. Fumigatus causé una reduccion del 95,8 % de las colonias.
Estos resultados muestran una coincidencia con los hallazgos del presente estudio.

Garcia Robles JM y col. coinciden con el dato del presente trabajo respecto al tiempo
de accion de los desinfectantes a partir de un estudio que le permitid evaluar la
disminucion de la carga microbiana de E. coli en diferentes tiempos (0, 10, 20, 30 y
60 minutos) “49,

Al evaluar el efecto del (KHSOS5) sobre Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia coli durante el mismo tiempo y a la misma temperatura se
comprobo su accion bactericida por observacion de las placas sin desarrollo.

En el caso de Acinetobacter baumannii, el monopersulfato de potasio tuvo una
accion similar; sin embargo las placas mostraron desarrollo de colonias.

En el afio 2012, la Lic. Alejandra Castilla hace referencia a efectos bactericidas
similares a los hallados en este estudio, estableciendo que Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus hirae y Mycobacterium
smegmatis son inhibidos por la accion del (KHSO5) #7

Una situacion surgida en Colombia que motivé un estudio del comité de infecciones
del Hospital Universitario San Jos¢ ante reiterados brotes de Acinetobacter baumanni
impulso la busqueda de reservorios y la implementacién de un conjunto de acciones
tendientes a mejorar las medidas de asepsia cambiando el desinfectante de rutina. El
reemplazo de este ultimo por una solucién de monopersulfato de potasio para la
limpieza y desinfeccion de superficies disminuyeron los brotes por el
microorganismo en cuestion “¥),

Sobre S. aureus y E. coli se hall6 que el monopersulfato de potasio al 1% ejercia
actividad microbicida. La misma concentracion sobre esporas flingicas no originaba
un efecto completo seglin referencia de Stella Maimone “°),

En el afio 2017 Tomoko Matsuoka et al. evaluaron la accion del monopersulfato de
potasio sobre Pseudomonas aeruginosa a nivel clinico, demostrando que resultaba
muy eficaz después de un tiempo de 30 minutos de contacto con las superficies de
trabajo 0.

Una actualizacion sobre desinfectantes realizada por la Sociedad Espanola de
Farmacia Hospitalaria, también ha referido que el monopersulfato de potasio al 1%
en 5 minutos de contacto presentaba accidn microbicida sobre E. coli, S. aureus y
poliovirus ©Y,



Teniendo en cuenta el andlisis realizado en esta investigacion sobre el
monopersulfato de potasio y su efecto sobre A. fumigatus si bien se respetaron las
variables tiempo y temperatura segun el protocolo de trabajo no se comprob6 la
accion fungicida. En esta situacion se desarrollaron placas con formacion de colonias
imposibilitando el recuento. En base a este hallazgo se elevo el tiempo de contacto
del KHSOS5 a 1 hora. Aun asi no pudo efectivizarse el recuento por el excesivo
desarrollo. A partir de aqui se fueron evaluando distintos tiempos de contacto del
desinfectante sobre A. fumigatus hasta alcanzar las 10 horas. En este ultimo caso
pudo operativizarse el recuento y por ende comprobar que en ese rango realmente
posee accion fungicida.

Sin referencia al factor tiempo en un boletin de actualizacion del Comité de Control
de IACS perteneciente al Hospital Posadas de la Republica Argentina se menciona la
accion fungicida del Monopersulfato de potasio.

Diferentes trabajos manifiestan la eficacia de trabajar con composiciones de
monopersulfato de potasio en diferentes microorganismos (Aspergillus, Penicillium,
Candida, Saccharomyces, Aerobacter, Escherichia, Alcaligenes, Bacillus, Chlorella,
Spirogyra, Oscillatoria, Vaucheria, Pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus,
Pullularia, Flavobacterium y Rhizopus), sin especificar los tiempos de contacto del
desinfectante sobre cada uno de ellos. De alli que este item ha motivado la consulta
en diferentes prospectos y hojas de ruta de formulaciones de KHSOS.

En lo atinente al tiempo de contacto, Gonzalez Salgado A, demostré que si es
aplicado al 1% la destruccion de esporas ocurria entre los 5 y 10 minutos 2,

Chih M, Gerhold R, Labine P y Fan G reportan que ciertos géneros de hongos como
Aspergillus y el Candida Saccharomyces resultan inhibidos por la accion del

monopersulfato de potasio, sin especificar el tiempo de contacto con el desinfectante
(53)

6.1- Importancia clinica y recomendaciones desde bioseguridad.

El presente estudio ha apuntado a que el profesional odontdlogo adquiera en base
cientifica conocimientos para la seleccion y procedimientos oportunos cuando deba
utilizar un desinfectante y asi contar con una herramienta esencial para evitar la
diseminacion de agentes infecciosos.

Se sabe que las infecciones asociadas a la atencion de salud siguen siendo un
problema trascendental en el &mbito publico y privado. El incremento de pacientes
con alta susceptibilidad a las infecciones, la aparicion de microorganismos resistentes
a los antimicrobianos, la complejidad en las intervenciones realizadas y los
procedimientos invasivos; hacen muy dificil la eliminacién y reduccion a cero ©9.

Cada paciente esta expuesto a una gran y particular variedad de agentes microbianos
durante la consulta o intervencion odontologica. El contacto entre el paciente y tales



agentes no producen necesariamente una enfermedad clinica, ya que hay otros
factores que influyen en la naturaleza y frecuencia de las infecciones nosocomiales.
Pero, puede llevar a la colonizacion y a la diseminacion de estos patégenos con
incidencia epidemiolégica en la sociedad 3%, También es de destacar que la
infeccion puede ser transmitida por un objeto inanimado o por sustancias recién
contaminadas provenientes de otro foco humano de infeccion (infeccion cruzada).

La utilizacion del maximo nivel de desinfeccion posible durante toda la atencion es
fundamental para reducir tanto la transmision cruzada de enfermedades como
cualquier infeccion asociada a la atenciéon odontologica ©7).

En los ambientes de atencion odontoldgica suele surgir la pregunta: ; De qué manera
proceder a la seleccion del mejor desinfectante y de la concentracion adecuada?
Como respuesta a este interrogante una cuestion a tener en cuenta es realizar una
caracterizacion de los microorganismos presentes en cada area, con la finalidad de
conocer la carga microbiana propia de cada ambiente y superficie.

También es importante en caso de emplearse un nuevo desinfectante o de intentar
(58-59)

cambiar la concentracion realizar una evaluacion para verificar su efectividad
Surge que si bien se trabaja constantemente en aspectos ambientales, avances y
actualizaciones en el tema de los desinfectantes, estos aspectos son validos cuando se
cuenta con la concientizacion del personal de salud sobre el uso racional de los
mismos.

Al trabajar analizando el efecto microbicida del hipoclorito de sodio (NaClO) y del
monopersulfato de potasio (KHSOS5) sobre los microorganismos mas frecuentes
presentes en ambientes odontoldgicos ha arrojado datos para poder seleccionar
adecuadamente que desinfectante presenta las mejores condiciones, para reducir al
maximo la contaminacion y propagacion de infecciones. Los resultados obtenidos
han pretendido aumentar los conocimientos sobre la temdtica seleccionada y dejar
abierto el espacio para futuras investigaciones.



7- Conclusiones

= Las pautas experimentales en un ensayo deben establecerse considerando las

condiciones reales.

= Al analizar un desinfectante deben tenerse en cuenta las especificaciones del

fabricante (tiempo- temperatura-microorganismo).

* El método dilucion — neutralizacion y el empleo de las normas AFNOR resultan

confiables para evaluar la actividad microbicida de un desinfectante.

= El NaCLO ejerce accion microbicida sobre Staphylococcus —aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli 'y

Aspergillus fumigatus.

= El KHSOS posee accion bactericida sobre Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli.

» La accién fungicida del KHSOS se logra elevando el tiempo de contacto a 10

horas.

= No se hallo accion del KHSOS en intervalos de tiempo menores a 10 horas.

= Conocer el mejor desinfectante en cada instancia particular; la accion
microbicida; las concentraciones de las soluciones; el tiempo de exposicion; la
preparacion; el almacenamiento y las indicaciones del fabricante optimizan los

resultados esperados.

* Los resultados sobre la accion microbicida del NaCLO y del KHSOS5 fue
evidenciada en hallazgos previos. Las diferencias encontradas en esta
investigacion se refieren al tiempo de contacto entre el microorganismo y el

desinfectante.

* A nivel clinico/hospitalario el control microbiano es un desafio.



» La generacion de conocimientos sobre el tema contribuiria a que los ambientes
de salud posean areas especializadas (Bioseguridad) con protocolos de trabajo

para reducir contaminacion e infeccion.

= La aplicabilidad de los resultados y conocimientos resultaria inutil sin la

formacion de los recursos humanos en ambientes clinico/hospitalarios.



8- Anexo.
8.1- Resultados (datos cuantitativos)

Para el caso de las suspensiones bacterianas/flingicas:

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién de cada microorganismo, se realizo el
recuento de colonias sobre la superficie de cada placa (original= Placa 1 y
duplicado= Placa 2) y se obtuvo el valor medio al que se denomin6 (R).

Para el caso de los neutralizantes:

Cumplimentado el tiempo de incubacion, se procedid al recuento de colonias,
obteniendo el valor medio de las dos placas con agua destilada (original= Placa Aly
duplicado= Placa A2) al que se denominé (C) y el valor medio de las dos placas con
desinfectante (original= Placa B1 y duplicado= Placa B2), denominado (N).

Para comprobar la efectividad del neutralizante se tuvo que cumplir que al menos el
50% de los microorganismos estén protegidos, es decir: N > 0.5 C.

Para el caso de los desinfectantes:

Luego de realizar la incubaciéon de acuerdo a cada microorganismo, se realizo el
recuento de colonias de cada placa (original=Placa Al y duplicado= Placa A2),
obteniendo el valor medio al que se denomind (D).

Para considerar que una concentracion de desinfectante sea microbicida, se tuvo que
producir una reducciéon de 10° en el nimero de microorganismos, es decir: D <
(CN0).

Para realizar el calculo de la reduccion logaritmica fue necesario tener en cuenta los
datos obtenidos en el recuento de la suspension microbiana realizado durante las
diluciones hasta un total de 10-. Por lo tanto el valor inicial de la suspension es C x
10, que sufri6 dos diluciones, la primera de 1/10 para el desinfectante y la segunda
de 1/10 para el neutralizante por lo que quedaria C x 10%,

En relacion a lo descripto anteriormente, la reduccion logaritmica se calculd de la
siguiente forma:

log. (Cx10%) —log D

Analisis del efecto bactericida del hipoclorito de sodio sobre E. coli:

Recuento:

Placa 1: 414
Placa 2: 425
Media: 419.5=R

Desinfectante:



Placa A1: 0
Placa A2: 0
Media: 0=D

Para que sea bactericida tiene que haber una reducciéon de 103. Es decir D<
(CNno

0<(203/10)

0<20.3 (por lo tanto es bactericida)
Neutralizante:

Placa Al: 234

Placa A2: 172

Media: 203 =C

Placa B1: 180

Placa B2: 170

Media: 175 =N

Para que el neutralizante sea efectivo se tiene que cumplir que al menos el 50%
de las células bacterianas sean protegidas. Es decir N>0.5 C

175>0.5 203

175> 101.5

Para calcular la reduccion logaritmica:
Log (cx104)-logd

Log (203x10000) — log 0

Log (2030000)-log 0

6.30-0

En este caso redujo 6.30 en vez de 5

Analisis del efecto bactericida del hipoclorito de sodio sobre S. aureus:
Recuento:

Placa 1: 208

Placa 2: 274



Media: 241 =R
Desinfectante:
Placa A1: 0
Placa A2: 0
Media: 0=D

Para que sea bactericida tiene que haber una reduccion de 10°. Es decir D<
(CNno)

0<(291/10)

0< 29.1 (por lo tanto es bactericida)
Neutralizante:

Placa Al: 216

Placa A2: 366

Media: 291 =C

Placa B1: 316

Placa B2: 311

Media: 313.5=N

Para que el neutralizante sea efectivo se tiene que cumplir que al menos el 50%
de las células bacterianas sean protegidas. Es decir N>0.5 C

313.5>0.5 291

313>145.5

Para calcular la reduccion logaritmica:
Log (cx10%)-log d

Log (291x10000) — log 0

Log (2910000)-log 0

6.46-0

En este caso redujo 6.46 en vez de 5

Analisis del efecto bactericida del hipoclorito de sodio sobre S. aeruginosa.
Recuento:



Placa 1: 206
Placa 2: 255
Media: 230.5 =R
Desinfectante:
Placa A1: 0

Placa A2: 0
Media: 0 =D

Para que sea bactericida tiene que haber una reducciéon de 103. Es decir D<
(C/10)

0<(133/10)

0< 13.3 (por lo tanto es bactericida)
Neutralizante:

Placa Al: 143

Placa A2: 123

Media: 133 =C

Placa B1: 125

Placa B2: 131

Media: 128 =n

Para que el neutralizante sea efectivo se tiene que cumplir que al menos el 50%
de las células bacterianas sean protegidas. Es decir N>0.5 C

128 >0.5 133

128 > 66.5

Para calcular la reduccion logaritmica:
Log (cx10%)-log d

Log (133x10000) — log 0

Log (1.330.000)-log 0

6.12-0

En este caso redujo 6.12 en vez de 5



Analisis del efecto bactericida del hipoclorito de sodio sobre A. baumannii:
Recuento:

Placa 1: 481

Placa 2: 571

Media: 526 =R

Desinfectante:

Placa A1: 0

Placa A2: 0

Media: 0=D

Para que sea bactericida tiene que haber una reduccion de 10°. Es decir D<
(CNo)

0<(910/10)

0< 91 (por lo tanto es bactericida)
Neutralizante:

Placa Al: 880

Placa A2: 940

Media: 910 =C

Placa B1: 856

Placa B2: 888

Media: 872 =n

Para que el neutralizante sea efectivo se tiene que cumplir que al menos el 50%
de las células bacterianas sean protegidas. Es decir N>0.5 C

872>0.5910

872 =455

Para calcular la reduccion logaritmica:
Log (cx10%)-logd

Log (910x10000) — log 0

Log (9100000)-log 0



6.95-0

En este caso redujo 6.95 en vez de 5
Analisis del efecto fungicida del hipoclorito de sodio sobre A. fumigatus:
Recuento:

Placa 1: 92

Placa 2: 105

Media: 98.5=R

Desinfectante:

Placa Al: 1

Placa A2: 2

Media: 1.5=D

Para que sea FUNGICIDA tiene que haber una reduccién de 105. Es decir D<
(C/10)

1.5<(83.5/10)

1.5<8.35 (por lo tanto es FUNGICIDA)
Neutralizante:

Placa A1: 73

Placa A2: 94

Media: 83.5=C

Placa B1: 261

Placa B2: 255

Media: 258 =n

Para que el neutralizante sea efectivo se tiene que cumplir que al menos el 50%
de las células bacterianas sean protegidas. Es decir N>0.5 C

258 >0.5 83.5
258 >41.75
Para calcular la reduccion logaritmica:

Log (cx10%)-logd



Log (83.5X10000) — log 1.5

Log (835000)-log 1.5

5.92-0.17

En este caso redujo 5.75 en vez de 5
Analisis del efecto bactericida del monopersulfato de potasio sobre E. coli:
Recuento:

Placa 1: 455

Placa 2: 423

Media: 439 =R

Desinfectante:

Placa A1: 0

Placa A2: 0

Media: 0 =D

Para que sea bactericida tiene que haber una reduccion de 10°. Es decir D<
(C10)

0<(284/10)

0<28.4 (por lo tanto es bactericida)
Neutralizante:

Placa Al: 288

Placa A2: 280

Media: 284 =C

Placa B1: 221

Placa B2: 220

Media: 220.5=N

Para que el neutralizante sea efectivo se tiene que cumplir que al menos el 50%
de las células bacterianas sean protegidas. Es decir N>0.5 C

220>0.5 284

220> 142



Para calcular la reduccion logaritmica:
Log (cx10%)-logd

Log (284 x10000) — log 0

Log (2840000)-log 0

6.45-0

En este caso redujo 6.45 en vez de 5
Analisis del efecto bactericida del monopersulfato de potasio sobre S. aureus:
Recuento:

Placa 1: 570

Placa 2: 493

Media: 531.50 =R

Desinfectante:

Placa A1: 0

Placa A2: 0

Media: 0 =D

Para que sea bactericida tiene que haber una reduccion de 105. Es decir D<
(C/10)

0<(250/10)

0< 25 (por lo tanto es bactericida)
Neutralizante:

Placa Al: 242

Placa A2: 258

Media: 250=C

Placa B1: 255

Placa B2: 211

Media: 233 =n

Para que el neutralizante sea efectivo se tiene que cumplir que al menos el 50%
de las células bacterianas sean protegidas. Es decir N>0.5 C



233>0.5 250

233> 125

Para calcular la reduccion logaritmica:
Log (cx10%)-logd

Log (250x10000) — log 0

Log (2500000)-log 0

6.39-0

En este caso redujo 6.39 en vez de 5

Analisis del efecto bactericida del monopersulfato de potasio sobre P.
aeruginosa:

Recuento:

Placa 1: 265
Placa 2: 286
Media:275.5 =R
Desinfectante:
Placa A1: 0

Placa A2: 0
Media: 0 =D

Para que sea bactericida tiene que haber una reduccion de 105. Es decir D<
(C/10)

0<(269.5/10)

0< 26.95 (por lo tanto es bactericida)
Neutralizante:

Placa A1: 286

Placa A2: 253

Media: 269.5 =C

Placa B1: 246

Placa B2: 264



Media: 255 =n

Para que el neutralizante sea efectivo se tiene que cumplir que al menos el 50%
de las células bacterianas sean protegidas. Es decir N>0.5 C

2552>0.5269.5

255>134.75

Para calcular la reduccion logaritmica:
Log (cx104)-log d

Log (269.5x10000) — log 0

Log (2.695.000)-log 0

6.43-0

En este caso redujo 6.43 en vez de 5

Analisis del efecto bactericida del monopersulfato de potasio sobre A.
baumannii:

Recuento:
Placa 1: 391
Placa 2: 429
Media: 410 =R
Desinfectante:
Placa Al: 4
Placa A2: 1
Media: 2.5=D

Para que sea bactericida tiene que haber una reduccién de 103. Es decir D<
(CN10)

2.5<(122.5/10)

2.5< 12.25 (por lo tanto es bactericida)
Neutralizante:

Placa Al: 136

Placa A2: 109



Media: 122.5=C
Placa B1: 371
Placa B2: 308
Media: 339.5=n

Para que el neutralizante sea efectivo se tiene que cumplir que al menos el 50%
de las células bacterianas sean protegidas. Es decir N>0.5 C

339.5>0.5122.5

339.5>61.25

Para calcular la reduccion logaritmica:

Log (cx10%)-logd

Log (122.5x10000) — log 2.5

Log (1225000)-0.39

6.08-0.39

5.69

En este caso redujo 5.69 en vez de 5

Analisis del efecto fungicida del monopersulfato de potasio sobre A. fumigatus:
Recuento:

Placa 1: 15

Placa 2: 20

Media: 17.5=R

Desinfectante:

No se puede contabilizar debido al gran desarrollo.

Para que sea fungicida tiene que haber una reduccién de 105. Es decir D<
(C/10)

NO ES FUNGICIDA
Neutralizante:
Placa A1: 6

Placa A2: 9



Media: 7.5=C
Placa B1: 15
Placa B2: 13
Media: 14 =n

Para que el neutralizante sea efectivo se tiene que cumplir que al menos el 50%
de las células bacterianas sean protegidas. Es decir N>0.5 C

14>0.5/7.5

14>3.75

Para calcular la reduccion logaritmica:

Log (cx10%)-log de incontable

Log (7.5x10000) — log de incontable

Log (75000)-log de incontable

4.87- incontable

NO PUEDE PRECISARSE CUAL ES LA REDUCCION LOGARITMICA.
Modificacion del ensayo:

Como no pudo evaluarse la accion fungicida del monopersulfato de potasio sobre el
A. fumigatus en los tiempos estipulados de acuerdo al protocolo de trabajo fueron
reiteradas las pruebas, pero en este caso se elevd el tiempo de contacto del
desinfectante durante 1 hora y a las 10 horas.

Analisis del efecto fungicida del monopersulfato de potasio sobre A. fumigatus
(tiempo de contacto 1 hora).

Recuento:
Placa 1: 22
Placa 2: 22
Media: 22=R
Desinfectante:

No se puede contabilizar debido al gran desarrollo.

Para que sea fungicida tiene que haber una reduccion de 10°. Es decir D<
(CNno



NO ES FUNGICIDA
Neutralizante:

Placa Al: 6

Placa A2: 9

Media: 7.5=C
PlacaB1: 16

Placa B2: 16

Media: 16 =n

Para que el neutralizante sea efectivo se tiene que cumplir que al menos el 50%
de las células bacterianas sean protegidas. Es decir N>0.5 C

16 >0.5/7.5

16 > 3.75 (El neutralizante es efectivo)

Para calcular la reduccion logaritmica:

Log (cx10%)-log de incontable

Log (7.5x10000) — log de incontable

Log (75000)-log de incontable

4.87- incontable

NO PUEDE PRECISARSE CUAL ES LA REDUCCION LOGARITMICA.

Analisis del efecto fungicida del monopersulfato de potasio sobre A. fumigatus
(tiempo de contacto 10 horas).

Recuento:

Placa 1: 101
Placa 2: 118
Media: 109.5=R
Desinfectante:
Placa 1: 1

Placa 2: 0

Media: 0.5=D



Para que sea fungicida tiene que haber una reduccion de 103. Es decir D<
(CNno)

0.5 < (6/10)

0.5 < 0.6 (por lo tanto es fungicida)
Neutralizante:

Placa Al: 5

Placa A2: 7

Media: 6=C

Placa B1: 14

Placa B2: 15

Media: 14.5=n

Para que el neutralizante sea efectivo se tiene que cumplir que al menos el 50%
de las células bacterianas sean protegidas. Es decir N>0.5 C

14.5>0.5/ 6

14.5 > 3 (por lo tanto el neutralizante es efectivo)
Para calcular la reduccion logaritmica:

Log (cx10%)-log d

Log (6 x10000) — (-0.30)

Log (60000)-(-0.30)

4.8- (-0.30)

5.1

En este caso redujo 5.1 en vez de 5
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