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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la actividad antimicrobiana del cloruro de benzalconio frente a aislamientos
hospitalarios de Escherichia coli productoras y no productoras de BLEE.

Objetivos Particulares

- Determinar la MICq, de los aislamientos de Escherichia coli productora y no productora

de BLEE frente al CBK.
- Evaluar la actividad bactericida del CBK frente a los aislamientos de Escherichia coli

productora y no productora de BLEE.



RESUMEN

Escherichia coli es causante de infecciones nosocomiales asociadas al uso de dispositivos
médicos. Entre las infecciones mas comunes se encuentran las del tracto urinario, neumonia y
bacteremia. E. coli regularmente es resistente a los antibidticos B-lactdmicos debido a la
produccion de B-lactamasas, las de mayor importancia clinica son las 3-lactamasas de espectro
extendido (BLEE). Para el control e interrupcion de la cadena de infeccion se utilizan diversos
desinfectantes entre los que destaca el cloruro de benzalconio (CBK). EI CBK es utilizado en el
ambito hospitalario para mantener la higiene; debido a su bajo costo, facil adquisicion y
aplicacién. En el presente trabajo se evalud la concentracion minima inhibitoria (MIC por sus
siglas en Ingles) con el método de microdilucién en placa y la actividad bactericida (AB) a los
0.5 y 5.0 minutos de exposicion frente a aislamientos clinicos de E. coli productoras y no
productoras de BLEE. La MICgy de los aislamientos productores de BLEE presentaron un
intervalo de 4.0- 32.0 ug/mL y los no productores un intervalo de 4.0- 16.0 ug/mL y se observo
una tendencia mayor en la MIC de los aislamientos productores de BLEE que en lo no
productores CBK, sélo presenté AB a concentraciones >8.0 ug/mL. Se observé una tendencia
para una mayor MICy, entre los aislamientos de E. coli productoras de BLEE en comparacién a
los no productoras. Se recomienda exponer las superficies o materiales a la desinfeccién por el

CBK a concentraciones 232.0 pg/mL por al menos 5.0 minutos.



INTRODUCCION

Las infecciones nosocomiales (IN), son un problema relevante de salud publica de gran
trascendencia econémica y social ya que constituyen un desafio para las instituciones de salud
y el personal médico responsable de su atencion. Las IN se relacionan con altas tasas de
morbilidad y mortalidad, lo que da como resultado un incremento en los dias de hospitalizacion
y los costos de atencion (Cabrera, 2007).

Las IN se asocian regularmente con la resistencia a los antibiéticos de los patégenos
responsables. El uso de antibiéticos en humanos y animales, el incremento de la expectativa
de vida, el aumento de sobrevida en pacientes con enfermedades crénicas por el desarrollo de
trasplantes y las unidades de cuidados intensivos (UCI), son algunos de los factores que se
relacionan directamente con la resistencia a los antimicrobianos (Araya, 2007). La aparicion de
la resistencia bacteriana es un problema grave, ya que el uso indiscriminado de antibioticos y la
presion selectiva que ejercen los antisépticos y desinfectantes han inducido la selecciéon de
microorganismos con mecanismos de supervivencia (genético-molecular, bioquimica,
estructural) con los que logran inhibir el efecto de tales sustancias, estos mecanismos de
resistencia pueden ser una propiedad natural de un organismo (intrinseca), adquirida por una
mutacién o por pladsmidos (autorreplicacién, ADN extracromosdémico) o bien por transposones,
con lo que se activa la produccion de enzimas hidrolizantes o las bombas de expulsién entre
otros (Cabrera y col,2007).

La transmision de dichas infecciones esta asociada principalmente al inadecuado lavado
de manos del personal hospitalario en la atencion entre cada paciente, también se encuentran
la dispersion de aerosoles, el uso de sondas, catéteres, intubacién/ventilador, métodos de
diagndéstico como endoscopias o biopsias, al igual que los procedimientos quirtrgicos (Farifias y
col, 2010) o bien al momento de introducir al paciente sustancias contaminadas a sitios

normalmente estériles.
El uso de dispositivos médicos permite a los microorganismos ganar un acceso directo a

los tejidos, 6rganos y sistemas, aumentando el riesgo de que se presente una IN. Las IN se

pueden presentar en todas los servicios hospitalarios pero principalmente en las UCI con mas
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del 20% de los pacientes infectados y una mortalidad mayor del 30.0% cuyo manejo genera
altos costos de atencion (Molina y col, 2011).

Para controlar la transmision de patdgenos nosocomiales es muy importante la higiene
adecuada de superficies, instrumentos y diversos materiales, utilizando procedimientos de
limpieza, esterilizacion, antisepsia y desinfeccion (Rutala y col, 2004). La desinfeccion incluye
procedimientos fisicos o quimicos para descontaminar objetos reutilizables, equipos, superficies
o sitios anatémicos, con el fin de cortar la cadena de transmisiéon. La desinfeccion es cualquier
proceso fisico o quimico que destruye microorganismos patdgenos y no patégenos, pero no sus
esporas. Dentro de los procesos fisicos se encuentran la desinfeccion térmica y la desinfeccion
guimica en la que se utilizan diversos compuestos alcohdlicos, derivados de aldehidos,
bisfenoles, peréxidos, halégenos y compuestos cuaternarios de amonio; dentro de estos ultimos

se encuentra el cloruro de benzalconio (Acosta y col, 2008).

Recientemente se ha informado que los microorganismos multirresistentes a los
antibioticos también han aumentado su tolerancia a los agentes desinfectantes (Meyer y col.
2010) como el CBK (cloruro de benzalconio) que es un compuesto cuaternario de amonio
(CCA) altamente utilizado en el &mbito hospitalario e industrial. Su uso indiscriminado provoca
una presién selectiva de algunos microorganismos resistentes a los antibiéticos, ya que algunos
mecanismos de resistencia a los antimicrobianos también participan en la sobrevivencia de los

microorganismos al CBK (Buffet y col, 2012).

El CBK es activo frente a distintos agentes bacterianos causantes de IN entre los que se
destacan Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii vy
Escherichia coli. Este ultimo es un importante patdégeno oportunista causante de diversas IN
entre las que destacan infeccién en vias urinarias, neumonia, meningitis, celulitis, infecciones
del sitio quirdrgico, bacteriemia e infecciones asociadas a catéteres vasculares (Galvan y col,
2011).

La mdltiple resistencia a los antibiéticos en E. coli esta relacionada a la produccion de [3-
lactamasas de espectro extendido (BLEE), por impermeabilidad, alteracion de las PBP’s
(Penicillin Binding Proteins) y bombas de eflujo principalmente en contra de los antibacterianos

B-lactamicos (Casellas, 2012), por lo que es posible la resistencia cruzada a los desinfectantes.
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Es por ello que debe tomar importancia a la buena practica de los procesos de desinfeccion con
métodos efectivos y estandarizados para su aplicacion en superficies.
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ANTECEDENTES

La primera referencia de impacto, en relacién con las infecciones nosocomiales, la realiz6 Ignaz
Semmelweis en 1847, quien, basado s6lo en la observacién, relaciond tasas mayores de
mortalidad debidas a la fiebre puerperal, a un menor apego al lavado de manos. Gracias a la
implementacion de la higiene de manos con una solucion de cal clorada, disminuy6 la tasa de
mortalidad. El concepto de antisepsis o antisepsia es introducido hasta 1867 por el cirujano
britAnico Joseph Lister, profesor de cirugia de Glasgow. Actualmente es considerado el padre
de la antisepsia, debido a su publicacion en el seminario médico Lancet, en el que describe un
método para el tratamiento de fracturas con comentarios sobre las condiciones de la
supuracion, donde opina que los microrganismos del aire llegan a contaminar las heridas.
Lister recomendaba operar bajo el vaporizador de fenol, como un agente desinfectante efectivo.
El 9 de agosto del mismo afio, imparte una platica en el Colegio de Médicos de Dublin, titulada:

“Sobre el principio antiséptico de la practica de la cirugia” (Arreguin y col, 2012).

La palabra antiséptico designa a un germicida que se aplica sobre la piel y otros tejidos
vivos, a diferencia de los desinfectantes, que son sustancias que se utilizan sobre objetos
inanimados debido a que pueden dafiar la piel y otros tejidos. El empleo de antisépticos es un
proceso muy frecuente en todas las organizaciones al cuidado de la salud y su empleo
correcto, junto con la limpieza adecuada, son los elementos clave para evitar las infecciones en

los nosocomios (De la Cruz, 2013).

Los microorganismos son destruidos por los antisépticos y desinfectantes de manera
dependiente de la concentracion y tiempo de exposicion. Desde 1875, Bucholtz determiné la
MIC del fenol frente a distintas especies bacterianas, también Robert Koch que hizo mediciones
del poder inhibitorio del cloruro de mercurio frente a las esporas de Bacillus anthracis, después
Geppert en 1889 utiliz6 un neutralizante y obtuvo resultados reproducibles. Sin embargo,
Kronig y Paul en 1897 publicaron un estudio que constituye la base de los actuales ensayos al
observar: 1) que no todas la bacterias mueren al mismo tiempo, y que esto depende de la
concentracion del producto; 2) que los desinfectantes pueden ser comparados s6lo cuando se
ensayan bajo condiciones controladas; 3) que el nUmero de bacterias deberia de ser constante,
4) que los resultados de los ensayos eran mas exactos cuando se determinaba el nimero de

supervivencia en placas de cultivo. Sin embargo hasta nuestros dias, no hay un esquema
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universal para ensayar la actividad biocida (Herndndez, 2006). Pero estos ensayos modificados
a lo largo de la historia son de suma importancia ya que arrojan resultados de cémo deben ser

utilizados los desinfectantes y antisépticos.

Existen varios tipos de biocidas entre los que se encuentran los alcoholes, aldehidos,
anilidas, biguanidas, bisfenoles, diamidinas, derivados de metales pesados, halogenados,
peréxidos, fenoles y cresoles, CCA (McDonnell y col, 1999), pero existen bacterias que han ido
aumentando su tolerancia a dichos desinfectantes, como por ejemplo: Pseudomonas
aeruginosa se ha implicado como contaminantes de cloruro de benzalconio, clorhexidina u otros
CCA que puede crecer en altas concentraciones (21,000 pg/mL), la tolerancia a clorhexidina de
Proteus mirabilis, en condiciones que implicaban la exposicién repetida a bisbiguanida, fue
reportado por Gillespiese, posteriormente Stickler encontré que mientras que los paises de
ingreso mediano que utilizan como desinfectante clorhexidina las MIC’s frente a cepas control
de Proteus mirabilis fueron 20-50 pg/mL, las MIC’s contra aislados clinicos de este organismo
vario desde 10.0 hasta 800.0 pg/mL (Russell, 2002).

Los desinfectantes deben utilizarse de forma adecuada en la practica clinica y otras
industrias. Diversos estudios han demostrado que al exponer al cloruro de benzalconio por
debajo del 25.0% de la MIC, un aislamiento de E. coli induce una seleccibn de una
subpoblacion tolerante a éste y que dichas caracteristicas son heredadas (Moen y col, 2012).
También se ha demostrado que las biopeliculas de E. coli tiene una susceptibilidad reducida a

ciprofloxacina y es resistente al CBK y otros desinfectantes (Pagedar, 2012).

Infecciones nosocomiales

La infeccibn nosocomial (IN) es aquella contraida en el hospital por un paciente
internado por una razon distinta de esa infeccibn. Una infeccion que se presenta en un
paciente internado en un hospital o en otro establecimiento de atencién de salud en quien la
infeccién no se habia manifestado ni estaba en periodo de incubaciéon en el momento de ser
internado. Comprende las infecciones contraidas en el hospital, pero manifiestas después del
alta hospitalaria y también las infecciones ocupacionales del personal del establecimiento

(WHO, 2002). Las IN tienen un origen multifactorial, entre los que intervienen: los agentes
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infecciosos, los procedimientos médicos, los dispositivos médicos, el huésped y el medio
ambiente. En cuanto a los agentes infecciosos hay que tener en cuenta su naturaleza
(bacterias, virus, hongos o parasitos), sus atributos para causar enfermedad (virulencia,
toxigenicidad), la estabilidad de su estructura antigénica, asi como su capacidad de resistencia
multiple a los agentes antimicrobianos. El segundo elemento de la cadena es el huésped, en el
gue desempefian una funcién importante sus mecanismos de resistencia. El tercer y ultimo
elemento de la cadena seria el medio ambiente tanto animado como inanimado, que esta
constituido por el propio entorno hospitalario, los equipos e instrumental para el diagnéstico y
tratamiento, los materiales de curacion y las soluciones desinfectantes, y sobre todo del

personal hospitalario (Nodarse, 2002).

Actualmente existe preocupacién en todos los paises por las IN, por su notable
repercusién en morbilidad, mortalidad y costos (L6pez, 2012), por lo que se consideran un
problema de salud publica. En México se ha estimado que la frecuencia de infecciones en
unidades hospitalarias varia desde 2.1 hasta 15.8%, siendo las UCI las que enfrentan una
situacion mas preocupante ya que cerca del 23.2% de los pacientes desarrollan alguna
infeccidn, siendo las mas comudn la neumonia, seguida de la infeccion urinaria, en herida
quirdrgica y la del torrente sanguineo como se muestra en la Figura 1 (Secretaria de Salud,
2011). Del mismo modo en la figura 2 se muestra la frecuencia de aislamiento de los

principales patdégenos causantes de infeccion hospitalaria.

Infecciones mas frecuentes en UCI
7.3%

® Neumonia
H Inf. urinaria
m Inf. Herida

quirdrgica
Bacteremia

Figura 1. Frecuencia y tipo de infecciones hospitalarias en México (Secretaria de Salud,
2011)
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E coli
18,1%

Pseudomonas aeruginosa
11,6%

Staphylococcus aureus
8.5%

____ BResto
22,9%
S. aureus
metil-resistente
4,2%
S. epidermidis

e Enterobacter cloacae

2,5%

Klebsiella pneumoniae
3.0%
Proteus mirabilis
| i . 30%
Candida albicans

|
Enterococcus spp. — s

24%

S. coagulasa negativo
2%

Enterococcus faecalis
6,2%

Figura 2 Frecuencia de aislamiento de los principales causantes de infeccion hospitalaria en

Espafa (Farifias y col, 2010)

Para establecer el impacto econémico que ocasionan estas infecciones varios estudios
en México han estimado que el costo promedio de un caso de IN es de aproximadamente
$4,200.00 de ddlares. En 2009, a través de la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiol6gica
en México se registraron 37,258 casos de IN, lo que implicaria que hubo un gasto de 160
millones de délares en ese afo, esto representa 2% del presupuesto total asignado de la
Secretaria de Salud (Arreguin y col, 2012), pero dentro de estos gastos no se incluyen la
pérdida de productividad, licencia por enfermedad, subsidios, secuelas o muerte, al igual que
tampoco contiene el gasto de centros de salud especializados debido a que se utiliza para el

diagnéstico tecnologia mas avanzada lo que incrementa su costo.

Alrededor del 5.0% de los pacientes contraen alguna IN. Generalmente, los afectados
estdn recibiendo terapias inmunosupresoras o con antibiéticos de amplio espectro, los
sometidos a procesos quirtrgicos complejos (trasplantes de 6rganos, prétesis) o procedimientos
de diagnéstico agresivo (Parra, 2010). De la misma forma, otros grupos mas susceptibles de
adquirir IN son personas en edades extremas como neonatos ya que estos pueden contar con
problemas como inmadurez, malformaciones congénitas o cirugias (Gonzales y col, 2011) y los
ancianos por sus cambios fisiol6gicos del envejecimiento, desnutricibn y con deterioro del

sistema inmunitario (Canut, 2007).

16



La muerte de un ser humano se constituye en una tragedia que afecta de manera
traumatica la dindmica de las familias afectadas. Este evento representa ademas afios de vida
potencialmente perdidos con consecuentes costos sociales que dependen de la edad y la
actividad de la persona en el momento del fallecimiento (Secretaria Distrital de Direccién de
Salud Publica, 2010). En México la probabilidad de morir por una IN es del 6.0% de acuerdo a
los resultados arrojados en un estudio realizado en la Unidad Médico de Alta Especialidad
(UMAE) del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) en la Ciudad de México (Lépez y col,
2012), como se muestra en la Figura 3.

8,388

Paciente

Hospitalizado

6.7% 93.3%

565 7,823

Desarrollan IN No desarrollan IN

71.2% 28.8% 23.6%

402 ( 163 334 7,324

Egresan o se

Trasladan Trasladan

Egresan o se L Mueren Mueren
76.6%

125 Probabilidad de morir en el

hospital con IN: 6%

Probabilidad de morir en el
hospital con IN: 22%

Mueren por IN

Figura 3 Frecuencia y probabilidad de muerte por infeccion nosocomial (Lopez y col, 2012)

Los esfuerzos para prevenir las IN deben comenzar con un mejor conocimiento de los
factores principales que las favorecen y de como intervenir para prevenir o reducir el riesgo de
gue ocurra la infeccion, ya que muchas de las actividades de prevencién no son costosas y, en
muchas ocasiones, menos costosas de lo que supone el cuidado de un paciente con infeccion
(De las Cuevas, 2009).
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Control y Prevencién de Infecciones

Para prevenir una IN es necesario saber qué son y como es su cadena de trasmision, con el fin
de romper o bloquear la via de contagio de manera consciente. Esencialmente se compone de
higiene, limpieza, desinfeccion, esterilizacion (Pérez y col 2010), precauciones estandar que
implican: el correcto lavado de manos, uso de guantes, bata, cubre bocas eficientes, lentes de
proteccion, el manejo adecuado de instrumentos punzocortantes por Ultimo la ropa sucia o
contaminada. También es de suma importancia que se conozcan los mecanismo de
transmision de los gérmenes que causan las IN son el contacto con vehiculos contaminados
como manos del personal o instrumentos médicos, quirargicos y/o diagndsticos, incluso
superficies contaminadas al igual las gotas de saliva expulsadas por enfermos o portadores

asintomaticos (Anaya y col, 2009).

El lavado correcto de las manos es de mayor importancia ya que si no se realiza de
manera adecuada es uno de las vias de transmisién de microorganismos de mayor impacto
dentro del area, ya que después del contacto con los pacientes y/o un ambiente contaminado,
los microorganismos pueden sobrevivir desde 2 a 60 minutos. Por lo anterior, las manos
trabajadores sanitarios se vuelven progresivamente colonizados con flora comensal, asi como
con patégenos potenciales durante la atencion al paciente. En la ausencia de accion higiénica
de las manos, mayor serd el grado de contaminacion, porque lo que varios estudios realizados
han demostrado que los integrantes del equipo médico pueden llegar a ser portadores de

bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas (WHO, 2009).

Existen guias o lineamientos dirigidos a los trabajadores de la salud con el fin de
aplicarlos para controlar las IN y para establecer estrategias relacionadas con el uso y
aplicacion de dispositivos médicos o bien para la proteccién del personal. En ellas se hacen
recomendaciones basadas en informacion cientifica y adaptada al medio, como la introduccién
de listas de chequeo, el lavado de manos y los sistemas de vigilancia y supervision (Alvarez y
col. 2010).
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Limpieza, Desinfeccién y Esterilizacion de Dispositivos Médicos

La limpieza, desinfeccion y esterilizacion de dispositivos médicos reutilizables juegan un papel
de suma importancia en los nosocomios ya que desde que ingresa, el paciente se encuentra en
constante contacto con ellos. La desventaja es que pueden transmitir microorganismos
patdégenos y si las actividades mencionadas anteriormente no se llevan a cabo de la manera

adecuada la cadena epidemiolégica de la infeccién no es eliminada.

La limpieza es la eliminacion de material organico e inorganico de la superficie y objetos,
se puede llevar a cabo de forma manual o mecanicamente con ayuda de detergentes o
productos enzimaticos. Este paso es esencial, ya que la materia no removida interfiere con la
eficacia de la desinfeccion y/o esterilizacion (DCD, 2008). La desinfeccion es la destruccion de
microorganismos patégenos pero no sus esporas por medio de un proceso fisico (filtracion,
microondas) o quimico (alcohol, peréxido de hidrégeno, halégenos, compuestos cuaternarios de
amonio, fenoles, glutaraldehido o formaldehido) (Ryan y col, 2011). La eficacia de los métodos
de desinfeccién se ven afectados por ciertos factores entre los que se encuentran: la cantidad y
ubicacién de los microorganismos, resistencia al agente quimico, la concentracion utilizada,
factores quimicos y fisicos, duracién de la exposicion y la presencia de materiales

extracelulares o biopeliculas (Acosta y col, 2008).

Clasificacién de Spaulding

El Dr. E. H Spaulding en el aflo de 1972 elaboré un sistema de clasificacion del material a
desinfectar o esterilizar, dependiendo del riesgo infeccioso que representa para el paciente. El

sistema se divide en tres categorias (Spaulding, 1972).

Materiales criticos: Son aquellos que al ser utilizados o insertados representan un alto
riesgo de infeccion para el paciente si estuvieran contaminados con cualquier microorganismo o
sus esporas. Dentro de estos se consideran todos los objetos que entran en tejido o cavidades

estériles o en el torrente sanguineo por ejemplo: instrumental quirdrgico, catéteres intravenosos
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ya sean periféricos o centrales, prétesis, implantes, agujas. Estos siempre deben de ser
esterilizados antes de su uso (CDC, 2009).

Materiales semicriticos: Son aquellos que entran en contacto con la piel no intacta y
las mucosas. Estos materiales deben estar exentos de todo microorganismo patdégeno, a
excepcion de esporas bacterianas. Dentro de esta clasificacion se consideran los equipos de
terapia respiratoria, instalaciones o equipos de hidroterapia, endoscopia gastrointestinal, tubos
endotraqueales y de aspiracion, broncoscopios, laringoscopios, material odontol6gico. Estos

materiales deben ser esterilizados o someterse a una desinfeccién de alto nivel (CDC, 2009).

Materiales no criticos: Son aquellos que estan en contacto con la piel intacta, como por
ejemplo mascarilla de oxigeno, baumandémetro, electrodos para diagnéstico neuroldgico o
cardiacos, estetoscopios, termémetros, paredes y pisos. Estos materiales deben ser sometidos

a una desinfeccién de bajo nivel o nivel intermedio como proceso terminal (CDC, 2009)

Niveles de Desinfeccion

Nivel alto de desinfeccion: Este procedimiento elimina hongos, virus y bacterias, pero
no necesariamente a todas las esporas bacterianas. Tales desinfectantes son capaces de
esterilizacién cuando el tiempo de contacto es relativamente largo (por ejemplo, 6 a 10 horas).
Como desinfectantes de alto nivel, que se utilizan durante periodos de tiempo relativamente
cortos (por ejemplo, 10 a 30 minutos). Estos germicidas quimicos son esporicidas potentes vy,
en los Estados Unidos, se clasifican por la FDA (Food and Drug Administration por sus siglas en
Ingles) como esterilizantes / desinfectantes. Estan formulados para su uso en dispositivos
médicos, pero no en superficies ambientales tales como mesas, paredes o pisos; por ejemplo:
peréxido de hidrogeno 6%, acido cloroso, gluraraldehido alcalino 2%, diéxido de cloro,

combinaciones de peréxido de hidrégeno y acido paracetico, entre otros (CDC, 2009).

Nivel intermedio de desinfeccién: Este procedimiento elimina microorganismos
vegetativos, incluyendo M. tuberculosis, todos los hongos, inactiva la mayoria de los virus. En
este procedimiento pueden utilizarse germicidas. Ellos son comUnmente utilizados en los

laboratorios para la desinfeccién de mesas y bancos de laboratorio y como parte de detergentes
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germicidas utilizados para fines de limpieza (CDC, 2009). Por ejemplo &cido paracético, alcohol
etilico 70%, alcohol isopropilico 70-90% yodo-povidona, fenoles.

Nivel bajo de desinfeccion: Este procedimiento elimina las bacterias vegetativas
excepto M. tuberculosis, algunos hongos y algunos virus. La EPA (Evaronmental Protection
Agency por sus siglas en Ingles) aprueba germicidas quimicos utilizados en este procedimiento
en los EE.UU. como "desinfectantes hospitalarios" o "desinfectantes” (CDC, 2009). Por ejemplo
compuestos cuaternarios de amonio, hipoclorito de sodio (1000 ppm) utilizados para
desinfeccion de termémetros, baumandmetro, estetoscopios, o cualquier material que este en

contacto con la piel intacta del paciente.

La esterilizacion esta destinada a eliminar cualquier vida microbiana incluyendo las esporas
tanto flngicas como bacterianas que estén presentes en objetos o sustancias, por lo que es
considerada como el nivel mas alto de seguridad. Se lleva a cabo por medio de métodos fisicos
0 quimicos (vapor bajo presion, calor seco, gas 6xido de etileno, perdxido de hidrégeno) (CDC,
2008). Los métodos de esterilizacion dependeran de la composicién de los materiales, y se
puede ver afectada por ciertos factores como el nimero y tipo de microorganismos presentes
en el material, presencia de materia organica, tiempo, temperatura, humedad relativa y
estandarizaciéon de la carga. Se deben de someter a esterilizacion todos los objetos que estén
en contacto con el torrente sanguineo o territorio organico estéril (Acosta y col, 2008). Para que
la esterilizacién se realice de la mejor manera, existen tres tipos de control que se pueden

utilizar, son: control fisico, quimico y biol6gico (Vazquez, 2001).

Importancia de los Desinfectantes y su Utilizacion

En el ambito hospitalario, la desinfeccion se realiza con agentes quimicos liquidos de forma
manual; las fallas en este tipo de desinfecciébn dan lugar a complicaciones infecciosas o
inflamatorias graves. El papel de las superficies ambientales contaminadas en la transmision
de microorganismos también es resaltado por el hecho de que la limpieza y desinfeccion del
ambiente puede reducir la incidencia de colonizacién o infeccién (Menis y col. 2011). Tiene la

finalidad de preparar el ambiente para sus actividades, manteniendo el orden y conservando
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equipamientos e instalaciones, evitando principalmente la diseminacion de microorganismos
responsables de las infecciones relacionadas a la asistencia de salud (Torres, 2010). Un factor
importante a tener en cuenta para establecer una politica de uso de desinfectantes y
antisépticos en hospitales es la estandarizacion de métodos de control de calidad de estos
productos de acuerdo con la naturaleza, el estado fisico de las sustancias y el uso al que estan
destinadas. La capacidad bactericida es un parametro importante para definir una politica
adecuada con el objetivo de disminuir el consumo y los gastos para lograr una mayor eficiencia
(Rodriguez, 2006). En la Tabla 1 se describen las caracteristicas de antisépticos y
desinfectantes que deben poseer para actuar con eficacia.

Tabla 1. Caracteristicas de desinfectantes y antisépticos

i Desrfectznt
+ Ampiio espectro de actividad + Germicida de amplio espectro
+ Inocuo para tejidos vivos + No corosivo, no alterar objetos
+ Notoxico + Baja toxicidad

+ Rapidezyeficaciaenmateriaorganica + Amplia accion

+ Efectoacumulativoyresidual « Disponibiidad

« Bajacapacidad de generarresistencia  « No generar resistencia

+ Noinitante ni sensibiizante + Soluble en agua

+ Noteiir los tejidos + Estabiidad conveniente

+ No poseer olor desagradable +  Sin olor desagradable
+ Compatible quimicamente con ofras sustancias

(Sanchez y col, 2005)

Un gran namero de desinfectantes y antisépticos son utilizados en los hospitales (Ruiz y
col, 2012). Solo se pueden utilizar productos desinfectantes estandarizados, en la
concentracion y tiempo recomendado por el fabricante, al igual que los productos que estén en
recipientes rotulados y dentro de un plazo de validez. Se debe usar rutinariamente jabén o
detergente para los procesos de limpieza de superficies, siendo los desinfectantes restringidos
a situaciones especificas como por ejemplo presencia de materia organica y microorganismos
multirresistentes. No se debe mezclar productos desinfectantes, excepto cuando esté indicado
por el fabricante, pues esas mezclas pueden ser peligrosas cuando son inhaladas, de igual

manera que causan dafio al medio ambiente y sus principios activos pueden ser neutralizados e
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inactivados y s6lo se deben preparar soluciones solamente para uso inmediato, evitando el

almacenamiento por largos periodos (Torres, 2010).

Para desinfectar dispositivos médicos se utilizan alcoholes, compuestos de cloro, formaldehido,
glutaraldehido, ortoftalaldehido, per6xido de hidrogeno, acido peracético, yoddéforos,
compuestos fendlicos y compuestos de amonio cuaternario (Oz y col, 2012). También pueden
ser utilizados en los hogares, sanitarios y albercas (McDonell y col, 1999). A continuacion en la
Tabla 2 se muestra la lista de antisépticos y desinfectantes de uso en hospitales y para qué son
utilizados.

Tabla 2. Grupo funcional de antisépticos, desinfectantes y su uso.

Clasificacion de los Antisépticos y Desinfectantes Segin Grupo
Quimico
Grupo quimico Clase Usos
Alcoholes Etanol Antisepsis
Desinfeccion
Preservacion
Aldehidos Glutaraldehido Desinfeccion
Formaldehido Esterilizacion
Preservacion
Anilidas Triclocarban Antisepsis
Biguanidas Clorhexidina Antisepsis
Alexidina Antisepsis
Biguanidas poliméricas Preservacion
Bisfenoles Triclosan Antisepsis
Hexaclorofeno Desodorante
Preservacion
Diamidinas Propamida Antisepsis
Dibromopropamida Preservante
Fenoles Fenol Desinfeccion
Cresoles Cresol Preservacion
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Halofenoles

Cloroxilenol

Antisepsis

(PCMX)

Preservacion

Agentes liberadores

Compuestos de cloro

Desinfeccion

Compuestos de yodo

Antisepsis

Blanqueador

Metales pesados

Compuestos de plata

Preservacion

Compuestos de mercurio

Antisepsis

Compuestos de cobre

Desinfeccion

Compuestos de zinc

Peroxigenos

Peroxido de hidrogeno

Desinfeccion

Acido paracético

Esterilizacion

Permanganato de potasio

Ozono

Compuestos

cuaternarios de

Cloruro de benzalconio

Desinfectante

amonio
Cetrimida Antisepsis
Preservante
Blanqueador
Colorantes Acridinas Antisepsis

Trifenilmetanos

(Sanchez y col, 2005)

Compuestos Cuaternarios de Amonio (CCA)
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Los CCA son un conjunto de compuestos con actividad antimicrobianos, con un atomo de
nitrégeno cuyas cuatro valencias estan ocupadas por grupos tipo alquilo de complejidad
variable. Son solubles en agua y en alcohol y poseen propiedades tensioactivas.
poseen un fuerte poder detergente y potencian la actividad de los aldehidos. Son compuestos

de esta familia el amoniaco, el bromuro de laurildimetilbenzalmonio, el bromuro de cetrimonio, el




cloruro de benzalconio, el cloruro de dodecildimetilamonio o el cloruro de etilbenzilo (Del Rio y
col, 2010). Los compuestos cuaternarios son buenos agentes de limpieza, sin embargo,
materiales tales como algodon y almohadillas de gasa pueden hacer que sean menos
microbicida debido a que estos materiales absorben los ingredientes activos. Al igual que con
varios otros desinfectantes (CDC, 2003).

Los agentes catidnicos reaccionan con los componentes de fosfolipidos en la
membrana citoplasmatica, distorsionando la membrana y posterior lisis de protoplastos bajo
estrés osmético (Husain, 2008). El espectro de actividad de estos productos es bastante
elevado frente a bacterias Gram positivas pero no asi frente a las Gram negativas. Acttan bien
contra hongos y virus con envoltura, pero su efecto es escaso frente a virus sin envoltura y casi
nula frente a micobacterias y esporas (CDC, 2003). Los CCA son esporostaticos que inhiben la
excrecencia de las esporas (el desarrollo de una célula vegetativa a partir de una espora
germinada) pero no en los procesos de germinacion reales. Del mismo modo, los CCA no son
micobactericidas pero tienen una accién mico bacteriostatica, aunque sus efectos reales en
micobacterias han sido poco estudiados (Husain, 2008). Es interesante sefalar que hay
microorganismos, como Pseudomonas spp., que en presencia de algunos CCA logran
reproducirse (Langsrud y col, 2004). Su actividad esta muy influenciada por las propiedades del
medio, como por ejemplo el pH, la temperatura o la presencia de restos proteicos, llegando a

inactivarse por la presencia de sustancias organicas.

Son generalmente incoloros o amarillentos, no irritantes y desodorantes. Por su
estructura quimica a bajas temperaturas tienden gelificar pero recuperan su estado liquido al
calentarlos y no generan vapores. Presentan algunas ventajas sobre otros desinfectantes, ya
gue no son corrosivos y son estables a altas temperaturas. El intervalo 6ptimo de pH para su
accién antimicrobiana, se encuentra entre 6 y 10. Son neutralizados con detergentes anidnicos

(Campos y Manzano, 2007).

Estos compuestos en soluciones concentradas del 10.0% y mayores, son téxicos,
causan la muerte si se administran internamente y grave irritacién cutanea u ocular si se aplican
externamente. Con las precauciones y normas de manejo habituales la probabilidad de que se
produzcan estos efectos es remota, porque se emplean soluciones muy diluidas. A una
concentracion del 0,1 % son irritantes para la piel por su capacidad de solubilizar las

membranas lipidicas, algunos, producen dermatitis profesional y sensibilizacion cutanea
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(bromuro de laurildimetilbenzalmonio, bromuro de cetrimonio, cloruro de benzalconio, cloruro de

dodecilmetilamonio) y también asma, como el cloruro de benzalconio (Del Rio P y col, 2010).

Mecanismo de Accién Biocida de los CCA

Los CCA se enlazan positivamente a las cargas eléctricas negativas en la membrana de la
célula bacteriana, causando dafio bajo los siguientes mecanismos: adsorcion y penetracion a
través de la membrana de la célula, union a componentes de la membrana tanto lipidos como
proteinas, desorganizacion de las membranas celulares y a concentraciones mas elevadas
provoca fugas con la consiguiente pérdida de material de bajo peso molecular, degradacion
intracelular de proteinas y acidos nucleicos, lisis de componentes de la pared celular mediante
la liberacion de enzimas autoliticas y la pérdida completa de la organizacion estructural de la

célula (Tischery col, 2012).

Cloruro de Benzalconio

El cloruro de benzalconio es una sal derivada de los compuestos cuaternarios de amonio fue el
primer compuesto de este tipo introducido en el mercado, con buena actividad bactericida
(Sanchez vy col, 2005), cuya férmula condensada es n-alquilmetilbencil cloruro de amonio, este
tiene dos regiones un grupo hidrofébico (hidrocarburo) y un grupo hidrofilico, lo que le da
naturaleza catiénica. El CBK predominantemente tienen longitudes de cadena en el intervalo
de 12 a 14 alquilos ya que estos son los que presentan mejor actividad antibacteriana, su efecto
antimicrobiano esta implicado en una asociacion entre el nitrégeno cuaternario cargado
positivamente del CBK y los grupos de cabeza cargados negativamente de fosfolipidos acidos
en las membranas bacterianas. Una vez que esto ocurre, la cola hidréfoba del CBK se integra
en el nlcleo de la membrana hidr6foba bacteriana, pero también se le atribuye la inactivacion
de enzimas productoras de energia, desnaturalizacion de proteinas y ruptura de membrana
(Buffet y col, 2012). Es muy utilizado en los hospitales de México, debido a su bajo costo, facil
aplicacion y disponibilidad (Lopez y col, 2012). En la Figura 4 se muestra la estructura quimica

de este compuesto.
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Figura 4. Estructura quimica del Cloruro de Benzalconio (Husain, 2008)

La resistencia o adaptacion al CBK puede ocurrir cuando un organismo posee diversos
mecanismos de resistencia a los antimicrobianos, incluyendo reduccion de la permeabilidad o
absorcion, mayor flujo de salida, la inactivacion enzimatica, alteracion de la diana de uno o mas
farmacos, o la pérdida de las enzimas implicadas en la activacion de drogas. Estos
mecanismos de resistencia pueden deberse a mutaciones de los genes que confieren la
inactivacion de porinas o la sobreexpresion de B-lactamasas o bombas de expulsién. Ademas,
los genes de resistencia pueden ser localizados en elementos genéticos moviles que son
transferibles entre bacterias (Buffet y col, 2012).

Generalidades de Escherichia coli

Escherichia coli perteneciente a la familia Enterobacteriaceae que esta constituida por un grupo
grande y heterogéneo de bacterias Gram negativas. Reciben su nombre por la localizacion
habitual como saprofitos en el tubo digestivo, encontrandose de forma universal en el suelo, el
agua y la vegetacion, asi como formando parte de la flora intestinal normal de muchos
animales ademas del hombre. E. coli, el microorganismo mas prevalente de esta familia, es
una de las bacterias prototipicas sometidas a estudio (Puerta y col, 2010). Esta bacteria es un
bacilo corto Gram negativo, no formadora de esporas, catalasa positiva, oxidasa negativa y
anaerobio facultativo. La mayoria de dichas cepas fermentan la lactosa, tipicamente es rojo de
metilo positivo, Voges- Proskauer negativo, produciendo indol, al igual que movilidad positiva
(Sanchez y col, 2011).

27



Por lo general, las cepas de E. coli patégenas utilizan multiples mecanismos de
patogénesis de manera similar a las otras bacterias que infectan mucosas, con las etapas de
adhesion y colonizacion de la mucosa, evasion de los mecanismos de defensa, multiplicacion y
dafo tisular (Kaper y col, 2004). El tipo de interaccién resultante entre microorganismo y
hospedador, permite clasificar las cepas de E. coli como comensales avirulentos, como
patbgenos oportunistas o0 altamente especializados, que a su vez son frecuentemente
clasificados en patotipos de acuerdo con el tipo de enfermedad que causan y por su conjunto

de factores de virulencia (Sousa, 2006).

E. coli es la especie bacteriana recuperada con mayor frecuencia de los laboratorios
clinicos y ha sido incriminada en enfermedades infecciosas que afectan casi a cualquier tejido y
sistema organico humano. Es uno de los microorganismos mas frecuentes involucrado en
sepsis por Gram negativos y en el shock inducido por endotoxinas (Koneman y col, 2008). Al
colonizar tejidos extraintestinales induce procesos inflamatorios piogénicos similares a otras
bacterias y en ocasiones, de mayor intensidad por los factores propios de estas bacterias. Se
ha mencionado que es la bacteria que produce mas infecciones en heridas en los hospitales.
Puede infectar vias respiratorias y las meninges, como consecuencia de una invasion
sanguinea. También se pueden instalar en el higado y otros 6érganos, cuando hay una
perforacion intestinal, puede causar peritonitis, las infecciones urinarias son producidas por E.
coli en mas del 70% de los casos y segun algunas estadisticas puede ser el agente etioldgico
de la enteritis y enterocolitis conocida comunmente como diarreas del viajero (Romero, 2007).
E. coli se serotipifica sobre la base de sus antigenos de superficie O (somético), H (flagelar) y K

(capsular) (Koneman y col, 2008).

En el ambiente hospitalario, E. coli es capaz de contaminar y colonizar diversos
materiales y dispositivos por ejemplo la sonda urinaria, instrumento quirdrgico, tubo de
ventilacion mecanica, catéter vascular, lentes de contacto, conectores, dispositivos
intrauterinos, valvulas cardiacas, marcapasos, catéteres de didlisis (Castrilléon y col, 2010); al
igual que superficies que actian como medio de transporte por ejemplo estetoscopios, ropa de

cama, mesas para alimentacion, corriente de aire central, depésitos de agua (Rubio, 2012).

Entre las cepas de E. coli patégenas extraintestinales (EXPEC), estan incluidas las

cepas de E. coli asociadas a meningitis (MAEC) y las uropatégenas (UPEC). Esas cepas
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comparten muchos factores de virulencia, ademas algunos clones pueden causar ambos tipos
de infeccion. Dentro de las UPEC, algunas cepas exhiben la adherencia difusa a células en
cultivo y comparten los mismos tipos de adhesinas con E. coli con adherencia difusa (DAEC)
gue es un patotipo heterogéneo, epidemiolégicamente vinculado a sindromes diarreicos y ha
sido aislado de individuos con infecciobn urinaria y diarrea simultdneamente. También hay
cepas de E. coli productoras de toxina Shiga (STEC) causante de infecciones urinarias. Ese
patotipo es caracterizado por la produccién de las toxinas Shiga que usualmente son
codificadas por bacteriéfagos y dentro de ese grupo hay cepas que también son capaces de
adherirse a las células epiteliales, borrar el microvello intestinal y provocar la condensacion de
la actina del citoesqueleto lo que ocasiona la aparicion de un pedestal en forma de copa sobre

el que descansa la bacteria (Faleiro, 2010).

A su capacidad para causar enfermedad se le une la resistencia antimicrobiana por la
produccion de BLEE que se ha convertido en un problema clinico en las ultimas décadas.
Desde el primer informe de un organismo productor de BLEE en la década de 1980, estos se

han propagado en todo el mundo (Rubio, 2012).

Muchos de los miembros de la familia Enterobacteriaceae sintetizan [B-lactamasas
cromosémicas naturales, probablemente derivadas de las propias PBP’s con las que tienen
analogia secuencial y estructural. Las BLEE se definen como enzimas capaces de hidrolizar las
penicilinas, todas las cefalosporinas (exepto las cefamicinas) y las monobactamicos, pero no las
carbapenémicos. Se caracterizan por ser inhibidas por el acido clavulanico, sulbactam y
tazobactam. En 1983 se descubrié en Alemania la primera enzima capaz de hidrolizar las
cefalosporinas de mas amplio espectro (SHV-2), inaugurando el capitulo de las BLEE. En
Francia, un afio después, se describié una TEM-3 con fenotipo semejante. En 1989 se detectd
un aislado clinico de E. coli con una enzima diferente a TEM y SHV, que se denominé CTX-M-1
por su actividad hidrolitica preferente por la cefotaxima. Entre 1986 y 1992 aparecieron, casi
simultaneamente, las primeras CTX-M en Japén, Alemania, Argentina, Italia y Francia, se

pueden seguir mencionando muchas de las BLEE existentes (Seral y col, 2010).

Los microorganismos productores de BLEE frecuentemente son multirresistentes a
distintos antimicrobianos, con excepcién de los carbapenémicos y cefamicinas. La produccién
de BLEE se relaciona con fallas terapéuticas y es un serio problema para el control de

infecciones en los hospitales (Navarro y col, 2011). E. coli y Klebsiella pneumoniae son los
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productores de BLEE méas comunes a nivel mundial. Llama la atencién que E. coli productora de
BLEE, inicialmente descrita como un patégeno nosocomial, se aisla también como causante de

infecciones comunitarias (Adrianzén y col, 2013).

Co-resistencia Bacteriana a Antibidticos y Biocidas

Las bacterias estan constantemente desafiadas cuando son expuestas a los biocidas desde un
nivel subinhibitorio hasta un nivel inhibitorio en entornos domésticos, sanitarios e industriales.
Existe una preocupacion creciente de que el uso de biocidas tales como el CBK y otros
compuestos de amonio cuaternario en estos entornos puede estar contribuyendo al desarrollo
de microorganismos con disminucién de la sensibilidad a los antibiéticos y desinfectantes (Mc
Cay, 2010).

La supervivencia a los desinfectantes se presenta cuando i) Una cepa es resistente si
no es susceptible a una concentracién de desinfectante que se utiliza en la practica, (i) Una
cepa es resistente si no se inactiva (0, a veces inhibido) por una concentracion de desinfectante
gue inactiva (o inhibe) la mayoria de las cepas de ese organismo, (iii) Las células bacterianas
se dice que son resistentes si no son eliminadas por una concentracién de desinfectante que

destruye la mayoria de las células en un cultivo (Russell, 2002).

La resistencia a los desinfectantes también representan un grave problema en los
hospitales debido a que las bacterias estan adquiriendo mecanismos con los cuales inhiben su
efecto, dichas vias se han asociado a los ya conocidos mecanismos de resistencia bacteriana a
los antibiéticos por los cuales las bacterias contrarrestan su efecto como lo son: inactivacién por
destruccién o modificacion de la estructura quimica, alteracion del sitio blanco, alteracion en las
barreras de permeabilidad o bombas de expulsion. Se han realizado estudios en los cuales se
ha demostrado que comparten mecanismos de resistencia cruzada y co-resistencia entre ellos
(Poole, 2002).

El uso indiscriminado de antibiéticos ha dado como resultado la seleccion de bacterias
multirresistentes. Un ejemplo son las enterobacterias productoras de BLEE que causan IN,

entre las que se encuentran E. coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae. Esta
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resistencia se ha ubicado en diferentes genes localizados en un transposon, a diferencia del
gene gac EA1 que se sobre expresa junto con otros para dar como resultado proteinas que
logran expulsar a los biocidas como el CBK al exterior de la célula dando lugar a lo que se
conoce como “bombas de expulsion”, dicho gen se describe como parte de un integrén, el cual
generalmente contiene varios genes que dan multirresistencia a los antibiéticos, tanto los
integrones como los transposones se transfieren de forma horizontal entre los distintos grupos

bacterianos (Cabrera y col, 2007).

En Francia, Buffet y col., (2011) se evalué la posible asociacion entre la MIC de CCA de
varios aislamientos clinicos de E. coli y los marcadores resistentes a antibioticos. La MIC de
CBK se encontr6 en un intervalo de 4.0 - 64.0 ug/mL donde las altas concentraciones se
asociaron con la resistencia a antibiéticos como cotrimoxazol y amoxicilina con lo que se
proporciond una evidencia epidemioldgica entre la susceptibilidad antimicrobiana y la
susceptibilidad de agentes biocidas. Investigaciones dentro del area industrial alimentaria se
encontré que aislamientos de E. coli resistentes a amoxicilina y eritromicina presentaron
resistencia al CBK (Lavilla 2013). En consecuencia, cualquier método eficaz para contrarrestar
el costo de la resistencia bacteriana se debe incorporar no sélo a los proveedores de servicios
de salud, sino también a los pacientes, y no sélo a las instituciones sanitarias, sino también a

los gobiernos que legislan y regulan las practicas médicas (Kelley, 2008).
Por lo anterior en el presente trabajo nos proponemos evaluar la actividad inhibitoria y

bactericida del CBK frente a aislamientos clinicos y de catalogo de E. coli productores y no

productores de BLEE.
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MATERIALES Y METODOS

Aislamientos Bacterianos y Cepas Control

Los aislamientos de E. coli que se utilizaron fueron donados por el laboratorio del Centro
Médico Dr. Ignacio Chavez de la Ciudad de Hermosillo, Sonora. La identificacion y pruebas de
susceptibilidad de los aislamientos fueron realizadas por medio del sistema Vitek2. Se
analizaron 20 aislamientos de E. coli productoras de BLEE y 20 no productoras. Ademas se
trabajo con dos cepas control de E. coli ATCC 25922 y ATCC 35218 proporcionadas por el
cepario del Departamento de Ciencias Quimico Biol6gicas de la Universidad de Sonora. Dichos
aislamientos se mantuvieron conservados en caldo BHI con glicerol al 15% a -20 °oC. En la
siguiente tabla se enlistan cada uno de los aislamientos clinicos que se utilizaron en el estudio,

agrupados en productores y no productores de BLEE.

Tabla 3. Aislamientos clinicos numerados y agrupados en productores y no productores de

BLEE
No productores de Productores de
BLEE BLEE
1 11 21 31
2 12 22 32
3 13 23 33
4 14 24 34
5 15 25 35
6 16 26 36
7 17 27 37
8 18 28 38
9 19 29 39
10 20 30 40
Cepas control E.coli ATCC 25922 35218
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Cloruro de Benzalconio

Se utilizé el desinfectante hospitalario/comercial (DermoCleen, Degasa S. A. de C. V.)
(1.09/100mL).

Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria del CBK

Se determiné la Concentracion Minima Inhibitoria del cloruro de benzalconio por el método de
microdilucion en caldo. Utilizando una placa de 96 pozos de fondo plano. Cada pozo contenia
200.0 pL de caldo Mueller-Hinton con diferentes concentraciones de CBK: 512.0, 256.0, 128.0,
64.0, 32.0, 16.0, 8.0, 4.0, 2.0, 1.0, 0.50 y 0.0 yg/mL. El in6culo bacteriano se prepararé a partir
de un desarrollo colonial en fase logaritmica en agar Mueller-Hinton, igualando la D.O. (630 nm)
de los aislamientos en solucién salina con el estandar 0.5 de Mcfarland (10®UFC/mL). Cada
pozo se inoculé con 15 uL del indculo estandarizado y se realizaron lecturas de la D.O. (630
nm) (lector de microplacas iMark™ Microplate Absorbance Reader) de los pocillos a tiempo
cero y 24 hr, incubando la placa a 37°C (Kawamura y col, 2008). En la Figura 5 se muestra
como fue preparada la microplaca. Con las lecturas de la D.O se realizaron graficas utilizando

el programa Excell y para obtener la MICq, se utilizé la siguiente férmula (Baizman y col, 2000):

[ (DO bacterias sin tratamiento — DO concentracion de prueba] x100 =90
DO bacterias sin tratamiento
(Baizman y col, 2000)
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Concentracion de CBK pg/mL (Tratamiento)
512.0| 256.0 | 128.0 | 640 | 320 | 16.0 | 80| 4.0|20|1.0| 05| 0.0
A
B
C
D
E
F
G
H

CBK + CMH + Aislamiento bacteriano 1
- CBK + CMH + Aislamiento bacteriano 2
CBK + CMH + Aislamiento bacteriano 3
CBK + CMH sin bacteria

CBK + CMH + Aislamiento bacteriano 21
CBK + CMH + Aislamiento bacteriano 22
CBK + CMH + Aislamiento bacteriano 23
CBK + CMH sin bacteria

Figura 5. Esquema de inoculacién de la microplaca.

Determinacion de Actividad Bactericida del CBK

Se seleccionaron aislamientos tanto productores como no productores de BLEE con diferente
MIC para evaluar la actividad bactericida del CBK. La evaluacion de la actividad bactericida se
realiz6 mediante el método de la cuenta viable en placa (Kampf vy col, 1999). EIl inéculo
bacteriano se prepar6é a partir de un desarrollo colonial en fase logaritmica en agar Mueller-
Hinton, igualando la D.O. (630 nm) de los aislamientos en solucion salina con el estandar 0.5 de
Mcfarland (108UFC/mL), y se pasaron 600.0 uL a un tubo con que contenia 8.0 mL solucién
reguladora de fosfatos (PBS) (pH=7) estéril en presencia de diferentes concentraciones de
CBK. Posteriormente, se tom6 1.0 mL a los tiempos 0s, 30s y 5 min, y se afiadioé a un tubo que

contenia 9.0 mL de caldo BHI con 0.07% de lecitina de soya y 0.5% de tween 80 para inactivar
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el desinfectante. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas en solucién salina estéril, y
de cada dilucion se sembraron 20.0 pL distribuyéndolos en la superficie de placas con agar MH
(por triplicado) y se incubaron a 37°C por 24hr, se termind con la cuenta de colonias de cada
una de las placas y se obtuvo el nimero de colonias por mL multiplicando por el factor dilucién.

Definicién de Concentracion Minima Bactericida
Es aquella menor concentracion capaz de producir la muerte in vitro de una poblacion

bacteriana previamente estandarizada, reduciendo 3 logaritmos del inéculo original, tras 18-24

horas de incubacion (Paredes y col, 2004).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la MICgqq

Los resultados obtenidos indican que la MICy, se presentd entre un intervalo de 4.0pg/mL —
16.0pg/mL en los aislamientos no productores de BLEE, mientras que para los aislamientos
productores de BLEE la MICy, fluctud entre 4.0pg/mL — 32.0pg/mL (ver tabla 4). En las figura 6
y 7 se muestra el desarrollo de los aislamientos productores y no productores de BLEE en

ausencia y presencia de distintas concentraciones de CBK.

Tabla 4. Nimero de aislamientos y MICg, de los aislamientos de E. coli productoras no
productoras de BLEE

Aislamientos Clinicos

No Productores de
productores BLEE
de BLEE

E.coli MICy E. coli MICgo
No.- ug/mL No.- Mg/mL

1 8.0 21 16.0
2 8.0 22 8.0
3 8.0 23 8.0
4 16.0 24 16.0
5 16.0 25 16.0
6 16.0 26 16.0
7 8.0 27 8.0
8 8.0 28 8.0
9 8.0 29 8.0
10 16.0 30 16.0
11 4.0 31 16.0
12 16.0 32 16.0
13 16.0 33 16.0
14 16.0 34 16.0
15 16.0 35 16.0
16 16.0 36 16.0
17 16.0 37 16.0
18 16.0 38 32.0
19 8.0 39 16.0
20 16.0 40 4.0
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Figura 6. Desarrollo de los aislamientos de E. coli no productores de BLEE en distintas

concentraciones y ausencia de CBK.

37




E. coli 21 MICy, =16pug/mL
08
.7
06
=05
g
G 04
Sos
0.2
01
]
O & o 0 3 o o LTI T o T v
S N S S L Ll S
COMNCENTRACION CBK (we/mL)
E. coli 23 MICgy= 8pug/mlL E. coli 24 MICyy= 16pug/mL
06 045
04
05
0.35
0.4 0.3
B g 025
g o3 S o2 \
(=] (=]
0.2 0.15
0.1
01
0.05
a 4]
RIS N R T SRR N R Y
OF 07 AT AT 8T @7 o7 7 T b 07 Y S P Gt i
COMNCETRACION CBK [ug/mL) COMNCENTRACION CBK {ug/mL)
E. coli 34 MICyy= 16pg/mL E. coli 38 MICgp= 32pug/mlL
1 0.5
ae 045
a8 0.4
a7 0.35
g(J.E a 03
205 2 025
[=] =]
G 04 \ g 02 “
a3 \ 0.15
az 01 \
a1 \ 0.05
0 A AeD e : B
O L O A0 O O OO S S O O O & .0 0 0 S O .0 O 5 o o
o a) LM T ] .»% .-.;kr ﬁ? ‘g:b rf;u 6.\"\' D707 AT Y W & .\b .,;'Ir @b.{_\?’f‘f’)&‘ (".Q,
CONCENTRACION CBK (pg/mL) CONCENTRACION CBK {ug/mL)

Figura 7. Desarrollo de los aislamientos de E. coli productores de BLEE en distintas

concentraciones y ausencia de CBK.
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Los desinfectantes liquidos se emplean en todo el mundo debido a su costo-beneficio. En el
entorno hospitalario el agente seleccionado debe ser de facil manejo, no toxico y eficaz. El mal
uso de los desinfectantes promueve su resistencia en microorganismos patdgenos y no
patdégenos, por lo que se deben promover guias y programas de limpieza, desinfeccion y
esterilizacion (Gava Mazola y col., 2009).

Buffet y col. (2011) evaluaron la MIC del CBK y su asociacion a resistencia a
antibiéticos, en dicho estudio se trabaj6 con cepas de coleccion E. coli ATCC 10536 y
aislamientos clinicos tanto resistentes como sensibles a los antibiéticos del Hospital
Universitario de Rennes (Francia). Sus resultados expresan que la cepa de coleccién coincidié
con la MIC obtenida en este trabajo siendo de 8.0ug/mL y los aislamientos clinicos presentaron

un intervalo 4.0 — 64.0 ug/mL relativamente semejante a lo obtenido en nuestro trabajo.

De la misma manera Gava Mazzola y col., (2009) evaluaron el efecto inhibitorio de
compuestos cuaternarios de amonio frente a cepas ATCC de Enterobacter cloacae, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus y Serratia marcescens obteniendo MIC’s que fluctuaron entre 59.0-

78.0 ug/mL, mas altas que las obtenidas en el presente trabajo.

Comparacion de MICq,
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Figura 8. Comparacién de MICgy, entre aislamientos clinicos no productores y

productores de BLEE.
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En la figura 8 se demuestra la tendencia de los aislamientos de E. coli productoras de
BLEE a soportar mayores concentraciones del CBK, sin embargo también se observa que el
92.5% del total de los aislamientos obtuvieron una MICg, entre 8.0 y 16.0 pug/mL, siendo 30.0 y

62.5% respectivamente.

E. coli ATCC 25922 es una cepa control que es utilizada para el control de la calidad de
medios de cultivo para identificacion de la familia Enterobacteriaceae, también es utilizada para
el control de calidad en los métodos de susceptibilidad a los antimicrobianos y no produce
BLEE. En la figura 8 se muestra el desarrollo de E. coli ATCC 25922 en distintas

concentraciones y ausencia de CBK, donde el valor obtenido de la MICq fue de 8.0ug/mL.

Escherichia coli ATCC 25922 MICgy= 8ug/mL
0.8
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D.0.¢50
o
-
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Concentracién CBK (pg/mL)

Figura 9. Desarrollo del aislamiento de Escherichia coli ATCC 25922 en distintas

concentraciones y ausencia de CBK.

40



E. coli ATCC 35218 es una cepa de coleccion que se utiliza como Control de calidad en
métodos de susceptibilidad en antimicrobianos con inhibidores de B-lactamasas. En la figura 9
se muestra el desarrollo que se obtuvo de dicha cepa cuando fue puesta en contacto con
diferentes concentraciones y en ausencia de CBK, obteniendo una MICgy, de 8.0 pg/mL.

Escherichia coli 35218 MICgy,= 8ug/mL

0.9
0.8
0.7
0.6
§0.5
G 0.4
0.3
0.2
0.1

Concentracién CBK (png/mL)

Figura 10. Desarrollo del aislamiento de Escherichia coli ATCC 35218 en distintas

concentraciones y ausencia de CBK.

Buffet y col. (2012) evaluaron algunos CCA donde incluyeron al CBK frente a E. coli
10536 obteniendo una MIC de 5.0 ug/mL. Esta MIC no concuerda con la que se obtuvo frente a
E. coli 25922, pero es muy semejante a la obtenida frente a varios aislamientos clinicos tanto

productores como no productores de BLEE.

Fazlara y Ekhtelat (2012) evaluaron la actividad del CBK frente a E. coli ATCC 25922 y

encontraron MIC de 40.0 pug/mL, mayor a la encontrada en el presente trabajo.
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Frente a bacterias Gram positivas, Gutiérrez y col., (2008) evaluaron tres desinfectantes
entre los cuales se incluyd el CBK. La MIC del CBK frente a Staphylococcus aureus fue de 1.9
pg/mL. Lo que ratifica la mayor sensibilidad de los microorganismos Gram positivos en

comparacion con los Gram negativos.

Smith y Hunter (2008), utilizaron el método del subcultivo en agar a partir del desarrollo
colonial en caldo con diferentes concentraciones de CBK, determinando una MBC (Minimum
Bactericidal Activity por sus siglas en ingles) entre 50.0 y 500.0 ug/mL en 8 aislamientos clinicos
de P. aeruginosa. Estos resultados confirman que tienen menor actividad frente a bacterias con

multiple resistencia intrinseca a antimicrobianos.

Actividad Bactericida

En la tabla 5 se observo los efectos sobre la viabilidad de cuatro de los aislamientos no
productores de BLEE expuestos a concentraciones inhibitorias de CBK durante 0.5 y 5.0 min.
Ninguno de los aislamientos expuestos a concentraciones menores a 16.0 ug/mL tuvo una
reducciéon en 5 logye (es decir, un conteo de 0.0 microorganismos/mL) en ninguno de los
tiempos ensayados, siendo s6lo uno (5) el que expuesto a 16.0 ug/mL se redujera 5 log;o a los
5 min de estar en contacto. Dos de los aislamientos probados (5 y 13) tuvieron una tasa de

reduccion en 5 log;o a los 5 min de exposicion a concentraciones mayores o iguales a 32 pg/mL.

En la tabla 6 se muestran los efectos sobre la viabilidad de cuatro de los aislamientos
productores de BLEE expuestos a concentraciones inhibitorias de CBK durante 0.5 y 5.0 min.
Los aislamientos expuestos a concentraciones mayores o iguales a 16.0 ug/mL tuvieron una
reduccién en 5 logiq (es decir, un conteo de 0.0 microorganismos/mL) a los 5 min de exposicién,
exceptuando el aislamiento 40 a 8.0 ug/mL de CBK. Dos de los aislamientos expuestos a 16.0 y

32.0 pg/mL presentaron una reduccion de 5 log;o en su viabilidad a los 30 seg de exposicion.

En la tabla 7 se muestran los resultados obtenidos frente a la exposicién de CBK a
tiempo 0 y 30 segundos e igualmente a 5 minutos contra E. coli ATCC 25922 y ATCC 35218,

donde la MBC fue de 16 pg/mL a un tiempo de 5 minutos con la reduccién de 5 loga,.
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En los resultados de las tablas 6 y 7 se observdo que en un 62.5% del total los
aislamientos clinicos al momento de evaluar la actividad bactericida con la concentracién de la
MICq, el efecto obtenido fue de una actividad bacteriostética, siendo una MBC efectiva con una
concentracion al doble de la MICq.

Los compuestos cuaternarios de amonio son habitualmente utilizados como
desinfectantes en medicina humana, en veterinaria y en la industria alimentaria, lo que unido a
su baja toxicidad y su excelente eficacia principalmente frente a gérmenes Gram-positivos hace
gue tengan elevada demanda (Rueda y col., 2003). Ellos tienen actividad inhibitoria y
bactericida dependiente de la concentracion, no son esporicidas aunque inhiben su germinacion
(Gava Mazzola y col., 2009).

En los Estados Unidos los antisépticos son utilizados en los centros al cuidado de la
salud para reducir la flora transitoria de las manos de los trabajadores de los hospitales, para
reducir la transmision de microorganismos de persona a persona, para preparar la piel de los
pacientes antes de realizar procedimientos invasivos y las manos de los cirujanos antes de las
cirugias. Los productos comunmente utilizados son alcoholes, clorhexidina, cloroxylenol, yodo y

yodoforos, compuestos cuaternarios de amonio y el triclosan (Weber y col., 2007).

En los Ultimos afios, los compuestos cuaternarios de amonio han sido utilizados de
forma indiscriminada para controlar el desarrollo bacteriano en los ambientes clinicos y en
diversas industrias (Buffet-Bataillon y col.,, 2011). Por lo que se debe analizar la actividad

bactericida o bien la MBC.

Tabla 5. Efecto bactericida del CBK a distintos tiempos de exposicion frente a aislamientos
clinicos no productores de BLEE.

Aislamientos Clinicos No Productores de BLEE
E. coli 1 5 11 13

[CBK] 8.0 16.0 16.0 32.0 4.0 8.0 16.0 32.0
pg/mL
t:0s 5.67E+06 6.18E+06 5.37E+06 5.52E+06 7.33E+06 5.25E+06 7.05E+06 6.41E+06

t:30s 3.27E+06 2.84E+05 2.55E+05 1.68E+05 3.86E+06 1.48E+06 3.04E+06 1.64E+06
t: 5min 2.77E+05 1.67E+03 O0.00E+00 O0.00E+00 2.49E+06 9.44E+03 1.79E+06 0.00E+00
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Tabla 6. Efecto bactericida del CBK a distintos tiempos de exposicion frente a aislamientos
clinicos productores de BLEE.

Aislamientos Clinicos Productores de BLEE
E. coli 25 29 32 40
[CBK] 16.0 32.0 8.0 16.0 32.0 64.0 4.0 8.0
pHg/mL
t:0seg 5.24E+06 5.18E+06 5.73E+06 b5.81E+06 6.65E+06 5.20E+06 5.58E+06 5.40E+06
t: 30 seg 1.75E+06 O0.00E+00 3.45E+06 2.23E+06 2.56E+05 0.00E+00 3.03E+06 3.04E+06
t: 5min 0.00E+00 0.00E+00 1.47E+06 O0.00E+00 O0.00E+00 0.00E+00 2.50E+06 0.00E+00

Bridier y col., (2011) evaluaron la actividad bactericida de tres desinfectantes frente a 27
cepas bacterianas. Ellos encontraron que el CBK a concentraciones de 10.0, 15.0 y 24.0 pg/mL
logré disminuir la viabilidad de E. coli PHL628, a los 5 min de exposicion, en 2 logio, 3 10910y 5

logio respectivamente.

En el presente trabajo, el cloruro de benzalconio (8 ug/mL) redujo la poblacion de E. coli
desde un inéculo de 10° UFC/mL hasta 0.0 UFC/mL a los 5 minutos de exposicion. Otros
investigadores han evaluado el efecto bactericida de los desinfectantes sobre la viabilidad de E.
coli. Cabeca y col., (2012) encontraron que los compuestos cuaternarios de amonio (5000.0
pHg/mL) después de 10 minutos de exposicion, llevaron una suspension de E. coli ATCC 25922
desde 5.6 UFC/mL hasta 0.0 UFC/mL.

Deshaies y col., (2012) determinaron las Concentraciones Minimas Letales (MLC)
evaluando varios desinfectantes contra S. aureus ATCC 25923, Enterococccus faecalis ATCC
19453, E. coli ATCC 25922 obteniendo una MLC de 19.0 ug/mL para los de CCA de 4ta
generaciéon y 6.0 pg/mL para los de 3ra generacion y de igual manera se obtuvo una MCL de
10.0 pg/mL y 3.0 pg/mL para Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 respectivamente para
cada generacion de CCA, pero ninguno inhibié la germinacion de esporas de Clostridium difficile

CD1, atiempo de 5 minutos de estar en contacto con los CCA.
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Tabla 7. Efecto bactericida del CBK a distintos tiempos de exposicion frente a cepas de
coleccién de E. coli.

Cepas Control

E. coli 25922 35218

ATCC

[CBK] 8.0 16.0 8.0 16.0
pg/mL

t:0seg 6.32E+06 6.18E+06 5.60E+06 6.63E+06

t:30seg 2.25E+06 1.01E+06 2.51E+06 1.42E+06
t:5min  2.26E+05 0.00E+00 1.78E+05 0.00E+00

Chaidez y col., (2007) evaluaron la actividad bactericida del CBK frente a E. coli ATCC
15597 encontrando una reduccién del 99.999% en el nimero de células viables a concentracion
de 100.0 pg/mL tanto a los 0.5 y 2.0 minutos de exposicion. Estos resultados no coinciden con

los encontrados en el presente trabajo, debido a que ellos utilizaron una concentracion mas alta.

Cabrera y col., (2007) aseguran que caracterizar los sitios blanco de accion de los
biocidas y desinfectantes es necesario para entender los mecanismos de accion y de esta
manera esclarecer como es que se relacionan con la seleccion de resistencia a los antibiéticos

es de importancia clinica que se utilizan en la actualidad.
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CONCLUSIONES

La relacion directa entre la carga bacteriana nosocomial y el riesgo de adquirir alguna
infeccion bacteriana debido a la contaminacion provocada por medio del personal médico,
superficies y utensilios médicos. Sin embargo, la presencia de bacterias patdégenas no significa
que se contraerd una infeccion, pero la eliminacion de éstas tiene el objetivo de interrumpir la

cadena de transmision.

Los valores para la MIC fueron mayor en los aislamientos productores de BLEE
comparandolos con los no productores, a diferencia de la MBC obtenida, que no arrojo
resultados mayores en los aislamientos productores de BLEE, a pesar de esto, la efectividad del
desinfectante hospitalario evaluado, se ve afectado por la concentracion-tiempo-exposicién.
Estos resultados muestran que hay una tendencia a que los aislamientos clinicos productores
de BLEE requieren mayor concentracion del desinfectante que los no productores. Por lo que
para destruir a E. coli se recomienda una concentracion que parta de 32.0 ug/mL con un tiempo
de exposicién de 5 minutos, pudiendo utilizar una concentracién hasta de 64.0 ug/mL para
aplicarse por algunos segundos, esto Ultimo para lugares o espacios donde el tiempo es
limitado. Estas concentraciones son muy bajas en comparacion con las que indican los
proveedores de desinfectantes, ya que ellos indican utilizarlo sin diluir con una concentracion de

10,000 pg/mL.

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo se concluye que la resistencia de
bacterias a biocidas y antibéticos es un fenémeno que tiene mdltiples factores, pero relacionado
primordialmente al deficiente uso de antimicrobianos, en el cual, las medidas de prevencion y

control contra este problema, no so6lo implican implementar mejores medidas de higiene, sino
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también elegir el desinfectante mas adecuado y su modo correcto de uso para que elimine al

microorganismo blanco y desinfecte el utensilio lo mejor posible.
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RECOMENDACIONES

Partiendo de los resultados generados en el presente trabajo, se propone realizar
algunas de las siguientes actividades.

e Utilizar bacterias de distintos géneros y especies para realizar una comparacion
entre los datos obtenidos.

e Ensayar la actividad del CBK frente a otras especies causantes de infecciones
intrahospitalarias.

e Evaluar la actividad de otros desinfectantes de uso comdn en nosocomios.

e Utilizar un mayor nimero de aislamientos clinicos para establecer si existe 0 no
una diferencia significativa entre los aislamientos productores y no productores

de BLEE.
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ANEXO

Centro Médico Dr. Ignacio Chavez
N° de Cliente: Informe clinico Editado 12-feb-2012 13:01 MST
Nombre del paciente: GOMEZ DE SOLIS SUSANA N° paciente: 4505908
Localizacion: EXTERNO Médico: X1945 DRA. GALAZ SALAZAR
N° de examen: 090212526 N° de aislamiento: 1
Organismo seleccionado: Escherichia coli
Origen: UROCULTIVO Recogida: 09-feb-2012
= |Tiempo de Estado: _.
pllidac t_i Raiziicis: 8,50 horas Final
Antibiotico CMI Interpretacion Antibiético CMI |Interpretacion
BLEE POS + Meropenem <=0,25 S
Ampicilina >= 32 R Amicacina <=2 S
Ampicilina/Sulbactam >= 32 R Gentamicina >=16 R
Cefazolina >= 64 R Tobramicina >=16 R
Ceftriaxona >= 64 R Ciprofloxacino >=4 R
Cefepima 2 *R Moxifloxacino >=8 R
Aztreonam 16 *R Tigeciclina <=0,5 S
Ertapenem <=0,5 S Nitrofurantoina <=16 S
Imipenem <=1 S Trimetoprima/Sulfametoxazol | >= 320 R
+= Antibiético deducido *= AES modificado **= Usuario modificado
OV
Nivel de confianza: |Coherente
Fenotipo: BETA-LACTAMICOS IBLEE (SIMILAR A CTX-M),BETA-LACTAMASA DE ESPECTRO EXTENDIDO
Pagina 1 de 1
L - e

Modelo del informe de laboratorio de cada uno de los aislamientos clinicos proporcionados
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