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RESUMEN

La gran problemética existente en la industria farmacéutica frente al control de la
contaminacion microbiana, y la seleccion mas apropiada de antisépticos y desinfectantes;
nos lleva a implementar métodos validos y eficientes para evaluar la efectividad de estos
compuestos.

Es muy grande, la capacidad de los microorganismos, de adaptarse a los agentes
bactericidas o bacteriostaticos. Y ademas que no todas las bacterias son susceptibles a ser
atacadas por los desinfectantes, por sus caracteristicas morfol 6gicas.

El método elegido para el estudio, es € ensayo de dilucion en uso. La metodol ogia
del trabgjo fue establecida, de acuerdo a los lineamientos expuestos en la USP 30 y a los
procedimientos establecidos por laA.O.A.C. paralaevauacion de la eficacia bactericida de
desinfectantes.

Se trabgjaron con 5 desinfectantes: TEGO 51, Germekil, Timerosal, Lavandina,
alcohol. Los cuales se enfrentaron a6 cepas: 3 cepas de referencia ATCC y 3 cepas aisladas
del ambiente de fabricacion: Staphylococcus aureus, Eschearichia coli, Pseudomonas
aeruginosay Saphylococcus spp, Micrococcus spp.

Cada estudio se realizé por triplicado, y se comparo la accion desinfectante de cada
producto expresado como porcentgje de eficacia bactericida, se observo que:

TEGO 51, Germekil, Lavandina presentan una eficacia Bactericida a tiempos mayores a 5
minutos de exposicion. La cepa Pseudomonas aeruginosa, presenta mayor resistencia a
atague del timerosal y e acohol. Las cepas aisladas, presentan resistencia a 4 de 5
desinfectantes. Siendo la lavandina la que no disminuyo la eficacia después de 2 afios de
uso. La actividad Bactericida del Germekil, TEGO 51 y Lavandina es Optima para la
desinfeccion de los ambientes estériles de fabricacion; ya que las cepas control y cepas
aisladas sufrieron unareduccion del 99.999% de acuerdo al limite establecido por € test de
Chambers, a tiempos Yy concentracion de exposicion referidas por e fabricante. El
timerosal y e alcohol se consideran ineficientes para realizar la sanitizacion por presentar

una reduccion inadecuada de bacterias a un tiempo de exposicion superior alos 15 min.



INTRODUCCION

Lalimpiezay desinfeccion son generamente las formas més efectivas, dentro de la
industria farmacéutica, para controlar la contaminacion microbiana. Las areas limpias
deben mantenerse de conformidad con normas apropiadas de limpieza, alas cuaes se debe
suministrar solamente aire que ha pasado por filtros de comprobada eficiencia’; ademés, los
requisitos para €l procesamiento aséptico incluyen: pisos, paredes y techo faciles de
limpiar, con superficies lisas y no porosas; control de temperatura, humedad y particulas, y

procedimientos de limpieza y desinfeccién que provean y mantengan las condiciones

asépticas.?

De conformidad con las BPM vigentes, a usarse desinfectantes, debe utilizarse mas
de un tipo, cambiandolos periddicamente. Deben efectuarse controles periddicos a fin de
detectar cepas de microorganismos resistentes.®

La seguridad y la calidad de un medicamento esta ligado a los procedimientos de
limpieza y desinfeccion gque sean aplicados en cada una de las etapas del proceso, por ello
se deben implementar sistemas seguros que permitan evitar la contaminacion relacionada
con los agentes microbianos. Si se realiza con eficacia 'y en e momento apropiado, su
efecto neto sera la eliminacion de estos contaminantes. Por tanto, los desinfectantes y
antisépticos, constituyen un arma eficaz en la lucha y prevencion de la contaminacion

causada por microorganiSmos.

Los desinfectantes son productos quimicos capaces de inhibir o destruir
microorganismos presentes sobre objetos inanimados y/o superficies. Su eficacia depende
de los factores tales como tipo de desinfectante, pH del medio, presencia de materia

organicay naturaleza de |os microorgani smos.

El control del crecimiento bacteriano es un objetivo importante a nivel de
produccion industrial y esta dada por |a muerte bacteriana o la inhibicién del crecimiento

mediante procedimientos: fisicos, agentes quimicos. Los principal es motivos para controlar

! Ministerio de Salud, Nor mas de Buenas Practicas de M anufactura. P4g. 85
2 “Desinfectantes y antisépticos”<1072> USP 30 Versi6n en espafiol. Pag. 554
®idem 1, P4g. 95




el crecimiento de los microorganismos son la de prevenir la contaminacion, la proliferacion

de agentes patdgenos.

Mediante estudios se sabe que la exposicion mantenida de agentes antimicrobianos
0 antibioticos puede generar cambios estructurales en los microorganismos, 1os cuales son
gjecutados por los microorganismos para asegurar la supervivencia, a este cambio se
denomina “Adaptacion”, para evitar este fendmeno es que se hace necesario € empleo de
diferentes sustancia desinfectantes. Realizando ademas la rotacion de los mismos (Norma
BPM vigentes).

La vaoracion del poder antimicrobiano de un desinfectante quimico, puede
efectuarse determinando su poder bacteriostatico y bactericida, existiendo diferentes
métodos utilizados para esta valoracion. También existen otros métodos para la evaluacion
de la eficacia de los desinfectantes que pueden ser utilizados dependiendo del tipo de
microorganismos y desinfectante a ser ensayado, entre estos métodos podemos mencionar
el método de Ridel-Walter que evalua @ coeficiente fendlico, Chick Martin (semejante a
anterior), e método de Kelsey y Sickes y € método de Kelsey y Maurer, que son de los

més utilizados.*

El méodo de la AOAC para la evaluacion de la eficacia bactericida de
desinfectantes, nos ayuda a determinar las diluciones adecuadas de uso, y los tiempos de
exposicidn necesarios con € propoésito de evaluar la eficacia de desinfectantes comerciales

utilizados en industrias farmaceéuticas, donde se requiera un alto grado de limpieza.

“ Valoracion de desinfectantes http://coli.usal.es/Web/educativo/m_especial/15bprincipal .htm




I. MARCO TEORICO

Los agentes quimicos antimicrobianos son compuestos que matan o inhiben €
crecimiento de los microorganismos. Estos incluyen sustancias usados como conservadores

y antisépticos asi como las usadas para €l tratamiento de enfermedades infecciosas de
plantas y animales.

A. Tipo de agente quimico antimicrobiano:

Antisépticos

Agentes microbicidas que pueden aplicarse sobre la piel y mucosas pero no
pueden ser utilizados internamente. Ejemplos. mercuriales, nitrato de plata,

solucion de yodo, alcoholes, detergentes.

Desinfectantes

Agentes que matan microorganismos pero No necesariamente sus esporas 'y no
deben aplicarse sobre tgidos sino sobre objetos inanimados como mesas,
pisos, utensilios, etc. Ejemplos: cloro, hipoclorito, compuestos clorados, soda,

sulfato de cobre, compuestos de amonio cuaternario, etc.

Nota: Los desinfectantes y antisépticos se distinguen en base asi pueden o no
ser usados de forma segura sobre membranas mucosas. Muchas veces esta
seguridad depende de la concentracion del agente. Por g emplo, €l cloro es
agregado en concentraciones seguras en el agua potable.

B. Mecanismo de Accién

En la siguiente tabla se expone los desinfectantes y antisépticos més comunes

con sus mecani smos de accion sobre |os microorganisSmos y sus aplicaciones.



Tabla |. Desinfectantes y antisépticos méas comunes.”

Agente quimico

Accion

Usos

Etanol (50-70%)

Alteray precipitalas proteinas
del microorganismo.

Antiséptico de aplicacién tépica

Isopropanol (50-70%)

Desnaturaliza proteinas y
solubilizalipidos

Antiséptico de aplicacion
topica

Formaldehido (8%)

Reacciona con grupos-NHo,
-SH y -COOH

Desinfectante, mata

endosporas

Tinturade yodo(2% I, en
70% a cohal)

Inactiva proteinas

Antiséptico usado en piel

Cloro (Cl,) gas o derivados
como Hipoclorito de Sodio

(lavandina)

Forma acido hipocloroso
(HCIO), un fuerte agente
oxidante

Desinfeccién en generd y en

particular para agua potable

Nitrato de plata (AgNO3)

Precipita proteinas

Antiséptico genera y usado

en 0jos de recién nacidos

Clorurodemercurio o

Inactiva proteinas por

Desinfectante. En ocasiones

TEGO 51.

_ reaccion con |os grupos usado como componente en
Timerosal L :
sulfuro antisépticos para piel
Deter gentes (g). amonios _ o
_ _ Ruptura de membranas Desinfectantes y antiséptico
cuater narios) Ger mekil, _
celulares depie

Compuestos fendlicos (g .
hexilresorcinal,

hexaclorofenol)

Desnaturalizan proteinas y
rompen las membranas
celulares

Antisépticos abgjas
concentraciones,
desinfectantes a altas

concentraciones

Oxido de etileno (gas)

Agente alquilante

Desinfectante usado para
esterilizar objetos sensibles al

calor como gomay plasticos

® CONTROL DEL CRECIMIENTO MICROBIANO mail.fq.edu.uy/~microbio/M Gral/practico/tercerciclo.doc




C. Clasificacion delos desinfectantes segin su actividad

L as sustancias con actividad biocida tienen grados variables de actividad sobre
los diferentes grupos de microorganismos. Se pueden clasificar en tres

categorias seguin su potenciay efectividad contra |os microorgani smos:

1. Desinfectantesdebajo nivel
Pueden destruir la mayor parte de las formas vegetativas bacterianas,

tanto grampositivas como gramnegativas, agunos virus con envoltura
lipidica y hongos levaduriformes, pero no Mycobacterium spp, ni las
esporas de bacterias.

Derivados de amonio cuaternario

a) Compuestos de amonio cuaternario
Tenemos como representantes a: cloruro de benzalconio, cloruro de

cetilpiridino, etilbencetonio, desarrollados en 1935, son principios activos
gue contienen como estructura basica a i6n amonio NH4, donde cada uno
de los hidrégenos esta sustituido generalmente por radicales de tipo aquil
y aril. Se presentan en forma de sales. Segun diversas modificaciones

moleculares de su estructura, dan lugar a diferentes generaciones.

Los compuestos de amonio cuaternario son generalmente incoloros,
inodoros, no irritantes y desodorantes. También tienen una accion
detergente y son buenos desinfectantes. Son solubles en agua y acohol.

La presencia de cualquier residuo proteico anula su efectividad.
Mecanismo de accion

Son sustancias que lesionan la membrana celular debido a que
desorganizan la disposicién de las proteinas y fosfolipidos, por 1o que se
liberan metabolitos desde la c8ula, interfiriendo con & metabolismo
energético y e transporte activo. Los derivados del amonio cuaternario
son agentes activos cationicos potentes, en cuanto a su actividad
desinfectante, siendo activos para eliminar bacterias grampositivas y
gramnegativas, aunque éstas Ultimas en menor grado. Son bactericidas,

fungicidas y virucidas, actuando sobre virus lipofilicos pero no sobre los



hidroéfilos. No tiene accion sobre las micobacterias, ni son esporicidas

Los compuestos de amonio cuaternario denominados de segunda
generacion (cloruro de etilbencilo) y de tercera generacion (cloruro de
dodecildimetilamonio) son compuestos que permanecen mas activos en

presencia de agua dura.
Tego 51= Dodecil (diamino etil) glicina).®

Germekil.- (cloruro de N-alquil-bencil amonio, cloruro de alquil

dimetilamonio)

Compuesto de amonio cuaternario que une irreversiblemente alos
fosfolipidos y proteinas deteriorando |a permeabilidad, Desinfectante de
nivel bajo.”

b) Compuestos mercuriales, “Timerosal”™

Es un compuesto mercurial con caracteristicas de union, presenta
gran accion bacteriostética y fungicida y en concentraciones mayores a
0.004% presenta reacciones aérgicas en porcentges medios, estas
reacciones no siempre son inmediatas, pueden ser retardadas en tiempo de

uno O varios meses,

Los antisépticos mercuriadles tienen una accion esenciamente
bacteriostatica y fungistatica, pero de escasa potencia, que se debe a la
accion precipitante de las proteinas presentes en € protoplasma
bacteriano, al combinarse con los grupos sulfidrilos (SH-). Su espectro de
accién es més pronunciado sobre | as bacterias grampositivas que sobre las
bacterias gramnegativas, ademas tiene accion sobre el Pityrosporum

ovae.

L os compuestos inorganicos que se han empleado son € bicloruro de Hg,
oxido de Hg, precipitado blanco de Hg, borato de fenilmercurio, mercurio

amoniacal, mercromina, timerosal y merbromin. Los compuestos

® Especificaciones TEGO 51 http://www.conexco.com.ar/producto.htm
" Especificaciones GERMEK I L. Especificaciones del Proveedor



inorganicos del mercurio (como e mercuriocromo, la mercromina, €
timerosal) no son totalmente fiables como desinfectantes y presentan
cierta toxicidad, pero se emplean mucho como antisépticos de lapidl y de

heridas. 8

2. Desinfectantesde nivel intermedio
Consiguen inactivar todas las formas bacterianas vegetativas,

incluyendo Mycobacterium tuberculosis, la mayoria de los virus con o
sin envoltura y hongos filamentosos, pero no destruyen necesariamente

las esporas bacterianas.

L os compuestos que pertenecen a este grupo son:

- Compuestos clorados
- Compuestos yodados
- Compuestos fendlicos
- Clorhexidina

a) Compuestos clorados. “Hipocloritos”

Los hipocloritos son los desinfectantes mas utilizados de los
derivados clorados y estan disponibles comercialmente en forma liquida
(hipoclorito de sodio) o sdlida (hipoclorito cacico, dicloroisocianurato
sodico).

El mecanismo de accion sobre |os microorganiSmos es poco
conocido, pero se postula que actian inhibiendo las reacciones

enzimaticas y desnaturalizando las proteinas.

Los hipocloritos tienen un extenso espectro de actividad, son
bactericidas, virucidas, fungicidas y esporicidas, pero actividad variable

frente a micobacterias, segun la concentracion en que se use.

Las soluciones de hipoclorito de sodio (NaOCI al 2% y a 5%) son

8 EDUCACION CONTINUADA EN LENTES DE CONTACTO ESLA SOLUCION O EL PROBLEMA.
http://www.franjapublicaciones.com/articul o/arti cl es%20N0/149.htm




probablemente los compuestos liberadores de haldgenos mejor
conocidos y figuran entre los desinfectantes méas antiguos. Son
extremadamente efectivos frente a todo tipo de microorganismos, pero

pierden gran parte de su actividad en presencia de materia orgénica.’

El hipoclorito de sodio se presenta en solucion a una concentracion
de 5,25%. Para |las desinfecciones, |las diluciones en uso son entre 0,1%
y 1%. Las ventgas de esta solucion sobre los otros desinfectantes
incluyen la baja toxicidad a concentraciones de uso, la facilidad de
manegjo y €l costo relativamente bajo. Las soluciones concentradas son

corrosivas paralapiel, metales y otros materiales.™

b) Alcoholes
Los alcoholes (etanol o alcohol etilico, acohol isopropilico son

compuestos organicos del agua, conocidos desde |a antigtiedad, y usados
en medicina como antisépticos de limpieza y desinfeccion de heridas.
Ademés de la actividad antimicrobiana, son un buen solvente de otros
productos, entre ellos muchos antisépticos y desinfectantes, potenciando

su actividad.

Los acoholes habituamente usados son el acohol etilico o etanol y
el alcohol isopropilico. Las concentraciones varian entre € 70% vy €
96% para el primero y entre el 70% y & 100% para e segundo. Aunque
sus aplicaciones son idénticas, se suele usar habitualmente el etanol por

ser e menosirritante.
Mecanismo de accién

L os a coholes actiian destruyendo la membrana celular y
desnaturalizando las proteinas. Su eficacia esta basada en |a presencia de
agua, ello se debe a que estos compuestos acuosos penetran mejor en las
células y bacterias permitiendo asi dafio alamembranay répida

desnaturalizacion de las proteinas, con la consiguiente interferencia con

°H Henao S. Actividad bactericidadel Acido Hipocloroso. Departamento Microbiologia.
19| eonardo Sanchez-Saldaria’; Eliana Séenz Anduaga. ANTISEPTICOS Y DESINFECTANTES
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el metabolismo y lisis celular. Su accion es rapida, incluso desde los 15
segundos, aunque no tiene efecto persistente. Sus efectos biol 6gicos de

dafio microbiano permanecen por varias horas.
Espectro de accion

Los acoholes poseen una rgpida accion y amplio espectro de
actividad, actuando sobre bacterias gramnegativas y grampositivas,
incluyendo micobacterias, hongos y virus (hepatitis B y VIH), pero no
son esporicidas. Este efecto es reversible.

Debido a la falta de actividad esporicida, los acoholes no son
recomendados para esterilizacion, pero son ampliamente usados para
desinfeccion de superficies o antisepsia de la piel. Bagjas concentraciones
pueden ser usadas como preservantes y para potenciar la actividad de
otros biocidas.

En general, e acohol isopropilico es considerado mas efectivo
contra las bacterias, y el etilico es més potente contra virus. Esto es
dependiente de la concentracion de ambos agentes activos. El etanol al
70% destruye alrededor del 90% de las bacterias cutaneas en dos
minutos, siempre que la piel se mantenga en contacto con el acohol sin

secarlo. Los alcoholes se inactivan en presencia de materia organica™

3. Desinfectantesde alto nivel
Consiguen destruir todos los microorganismos, excepto algunas

esporas bacterianas.
- Oxido deetileno
- Formaldehido
- Glutaraldehido
- Peroxido de Hidrogeno
- Acido peracético®

Yidem 8
2 Guiainstitucional para uso de antisépticos y desinfectantes. 2005,
http://www.info.ccss.cr/germed/gestamb/samb08d2.htm
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D. Factores que afectan la potencia de los antisépticos y desinfectantes

La accion de desinfectantes y antisépticos depende de varios factores, entre

ellos:

- Laconcentracion del agente quimico y tiempo de exposicion

- pH

- Latemperatura.

- Naturaleza del microorganismo y otros factores asociados a la poblacion
microbiana.

- Laclase de microorganismos presente.

- El nimero de microorgani smos presentes.

- La naturaleza de material que acompafna a los microorganismos (materia

organica, etc.)

El meor resultado se obtiene cuando € nimero inicia de microorganismos
es bgjo y la superficie a ser desinfectada es limpia y libre de sustancias que

interfieran.

1. Concentracion del agentey tiempo de exposicion
Existe una estrecha correlacion entre la concentracion del agentey €

tiempo necesario para matar una determinada fraccion de la poblacion
bacteriana. Si se modifica la concentracion se provocan cambios en €
tiempo para lograr un mismo efecto. Un gemplo es con los fenoles. un
peguefio cambio en la concentracion provoca cambios muy acentuados en
el tiempo paralograr un mismo efecto, asi, si reducimos la concentracién
de fenol desde un valor dado a la mitad, necesitamos emplear 64 veces
mas tiempo para conseguir matar una misma proporcion de bacterias.
Refiriéndonos al tiempo, no todas las bacterias mueren simultaneamente,

ni siquiera cuando se aplica un exceso del agente.
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2. pH
Afecta tanto la carga superficial neta de la bacteria como €l grado de

ionizacion del agente. En genera, las formas ionizadas de los agentes
disociables pasan mejor a través de las membranas bioldgicas y por 1o
tanto son mas efectivos. Los agentes anionicos suelen ser mas efectivos a

pH &cidos; |os agentes cationicos muestran més eficaciaa pH acalinos.

3. Temperatura
Normalmente, a aumentar |la temperatura aumenta la potencia de los

desinfectantes. Para muchos agentes el aumento en 10° C supone duplicar

|atasa de muerte.

4. Naturaleza del microorganismoy otros factores asociados a la
poblacion microbiana.

Seguin la especie, fase de cultivo, presencia de capsula o de esporas y
numero de microorganismos se afecta la potencia. El bacilo tuberculoso
suele resistir a los hipocloritos meor que otras bacterias. La presencia de

capsula o esporas suelen conferir mas resistencia.

5. Lanaturaleza de material que acomparia a |os microor ganismos
(materia organica, €tc.)
La presencia de materia organica como sangre, suero o pus afecta

negativamente la potencia de los antisépticos y desinfectantes de tipo
oxidantes, como los hipocloritos y de tipo desnaturalizante de proteinas,
hasta el punto de hacerlos inactivos en cuanto a su poder desinfectante y/o

esterilizante.®

E. Caracteristicasy propiedades de un desinfectante ideal

Un desinfectante ideal redine |as siguientes caracteristicas
Amplio espectro: inactiva bacterias (Gram. positivas, Gram. negativas,

micobacterias), virus, hongos, esporas.

3 Manual de Desinfectantes http://www.unavarra.es/genmic/microclinicaltema07.pdf
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- Elevada potencia microbicida

- Accion rgpiday sostenida

- Noinactivado por materia organica

- Compatible con detergentes

- Estable alaconcentracion y dilucion recomendadas
- Notdxico

- No potencia aergénico

- No corrosivo (compatible con cualquier material)
- F&cil de preparar y de usar

- Inodoro o de olor agradable

- Tensién superficial bgja

- Con efecto residua

- Econdmico (buenarelacion coste/eficacia)

- No dafino para el medio ambiente

No existe en e mercado un desinfectante que cumpla todas estas
caracteristicas. Se escoge uno u otro en funcion del tipo de microorganismos
gue queremos eliminar, del material sobre e gue se apliquen, la temperatura y
el pH de trabgjo, € tiempo de actuacion, la presencia de materia organica sobre

el material adesinfectar, etc.**

F. Rotacion delos desinfectantes

Una posible solucién a los fendmenos adaptativos es la rotacion entre
distintos desinfectantes. En esencia, esta practica conlleva que, cada cierto
tiempo, dependiendo de la empresa, € tipo de contaminacion y la extension de
la misma, se cambia €l tipo de desinfectante creando un ciclo con dos, y

preferiblemente tres, productos de desinfeccién diferentes.

No obstante, se ha detectado en los Ultimos afios un problema afadido, y por

lo que parece, de cierta envergadura. Se trata de la aparicion de fenGmenos de

1 Caracteristicas de un desinfectante ideal http://www.academia.cat/societats/farmcl/llibre/higiene/332.pdf
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adaptacion cruzada entre diferentes desinfectantes, e cua incrementa la
supervivencia de los microorganismos. Esta adaptacion cruzada no parece
deberse a respuestas genéticas especificas, sino a cambios cedulares

i nespecificos.

Actualmente hay poca informacién sobre como este tipo de respuestas
pueden afectar a la rotacion. En cualquier caso, este sistema de desinfeccion
continda siendo € que mejor respuesta ofrece para evitar la formacion de
biofilms, progresiones de los mismos e incrementos significativos en los
peligros alimentarios.™

G. Efectosdel mal uso delos desinfectantes

El poder desinfectante de un producto difiere entre cepas adaptadas y
persistentes en las superficies con respecto a las no adaptadas. Esta situacion es
especialmente evidente en e caso de Listeria monocytogenes en relaciéon con
los amonios cuaternarios y las alquilaminas terciarias. Estudios recientes han
demostrado que tras una exposicion subletal de 2 horas, la concentracion

necesaria para destruir a este tipo de bacteria se incrementa en 3 veces.

En consecuencia, aunque los tiempos de contacto sean breves, los
desinfectantes a concentraciones subletales 0 a tiempos insuficientes provocan
cambios en las estructuras celulares que conllevan respuestas de tipo
adaptativo. Por tanto, en la medida que € tratamiento de higienizacion sea
insuficiente en tiempo por las prisas en terminar con la limpieza, o cuando la
dosificacion de los productos a emplear sea también insuficiente, por un intento
de reducir costes o porque los equipos empleados no sean los adecuados, no
sblo se dard una reduccion en la eficacia desinfectante, sino que ademés se
facilitara la adaptacion de los microorgani Smos a situaciones que incrementaran

el peligro de la presencia de patogenos.

> JOSE JUAN RODRIGUEZ JEREZ Resistenciay adaptacion de patégenos a desinfectantes
www.consumaseguridad.com/web/es/sociedad y consumo/2003/03/26/5687.php
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Del mismo modo, se han observado otros problemas ligados a las cepas
adaptadas a la presencia de concentraciones subletales de desinfectantes. La
principa es que la mayor resistencia se evidencia no sOlo respecto a un
desinfectante, sino contratodos |os productos con e mismo modo de accién. En
paraelo, se reduce € tiempo necesario para la formacion de biofilms en las
superficies. Sumando € efecto adaptativo a la formacion de estas peliculas en

las superficies, € efecto de supervivencia se incrementa alin mas.

La unica recomendacion posible es un buen empleo de los desinfectantes, a
concentraciones adecuadas y en las condiciones que indique e fabricante. En
este sentido, es igualmente recomendable no diluir excesivamente |os productos
quimicos y degjarlos actuar € tiempo necesario, asi como no utilizar siempre €l
mismo desinfectante, sino ir cambiando periddicamente con € fin de evitar que
se produzcan fendmenos adaptativos cruzados entre sustancias que, siendo

diferentes, tengan e mismo principio de accién.

H. Evaluacion dela eficacia Bactericida de los desinfectantes

Es posible evaluar |a eficacia de los desinfectantes y antisépticos por medio
de ensayos “in vitro” o de ensayos “in use”. Los ensayos “in vitro” se realizan
en condiciones de laboratorio artificiales y controladas mientras |os ensayos “in

use” serealizan en las condiciones de uso.

Existen muchos y variados métodos para la evaluacion de un agente
quimico. Estos métodos se clasifican segin e tipo de microorganismo
ensayado, seglin su accion (bactericida, bacteriostético, etc.), de acuerdo a
objetivo (ensayos preliminares, de screening, determinacion de la concentracion
Optima para un dado uso etc.), ensayos cuantitativos, etc. También existen
normas en distintos paises. AFNOR (Francia), AOAC (USA), DGHM

(Alemania), etc. cuyos ensayos tienen validez siempre que se sigan

16 fdem 12
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estrictamente las condiciones especificadas.

El test de Chambers considera como buen desinfectante un producto que, a
la concentracion recomendada, cause un 99.9996% de muerte a una cantidad
entre 7,5x10 y 1,3x10° células/ml en 30 segundos.

1. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
La determinacion de la actividad bacteriostética es realizada por la

CMI, mediante una serie de diluciones decrecientes del desinfectante en
caldo nutriente, e inoculando los tubos con una solucién bacteriana. Tras
la incubacion a 37° durante 24 horas se observa cua es la minima
concentracion del  producto que inhibe € crecimiento

Prueba de dilucion seriada del desinfectante.

0 Prueba semicuantitativa.
o Determina la minima dilucion capaz de inhibir €

crecimiento bacteriano.

2. Test deRidd Walter
El método de Ridel Walter compara la eficacia del desinfectante con

la del fenol, mediante diluciones en tubo de ambos compuestos y
determinando la dilucion que es capaz de matar una cepa bacteriana en
7,5 minutos no en 5 minutos, tras el cultivo a 37° C durante 48 horas; s €
coeficiente letal del fenol es, por gemplo 1/80 y € de la sustancia
problema, de 1/240, e coeficiente fendlico serd 240/80 = 3. Cuanto mas
alto sea el Coef. Fendlico mejor esla efectividad bactericida '’

3. Test deKelsey-Sykes (test de capacidad)
Los test de capacidad sirven para determinar S un compuesto

conserva su actividad después de redizar varias adiciones de
suspensiones bacterianas. Pueden determinar la presencia o ausencia de

crecimiento (Test de Kelsey y Sykes, o su modificaciéon de Bergan-

" PREGUNTAS SOBRE DESINFECTANTES. www.coli.usal.es’'Web/educativo/m_especial/15bpreguntas.htm
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Lystad) o realizar un recuento de las bacterias supervivientes (test de

Dony-Develeeschower).

4. PruebadeKeseyy Maurer
Basado en determinar la eficacia de un desinfectante. El test “in use™,

intenta la comprobacién de la eficacia del desinfectante en las
condiciones reales de uso, comprueba la observacion o no del crecimiento
de colonias tras la siembra en placas de agar de una dilucion del inoculo
de bacterias en el desinfectante.

5. Determinacion dela Viabilidad
Se utiliza este procedimiento para verificar laviabilidad de la cepaen

estudio ademas para conocer cuantas UFC (unidades formadoras de

colonia) se enfrentan a desinfectante

6. Control dela Neutralizacion
Para comprobar que € neutralizante logra detener la accion del

desinfectante. Los neutralizantes que inactivan desinfectantes deberian
incluirse ya seaen e diluyente o los medios microbianos usados en €
recuento microbiano o en ambos. (Ver tablall).

Tablall. Agentes Neutralizantes para Agentes Comunes

Desinfectante Agente Neutralizante

Alcoholes Dilucién o polisorbato 80
Glutaraldehido Glicinay bisulfito de sodio
Hipoclorito de Sodio Tiosulfato de Sodio

Clorhexidina Polisorbato 80 y lecitina

Cloruro mercurico y otros Acido tioglicolico

mercuriales

Compuestos de amonio Polisorbato 80 y lecitina
cuaternario

Compuestos fendlicos Dilucion o polisorbato 80 y lecitina

18 {dem 2. P4g. 557
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7. Control detoxicidad del Neutralizante
Para comprobar que el neutralizante no seatoxico paralas bacterias,

serealiza la determinacion de la eficacia del neutralizante, sin afectar la

recuperacion de microorganismos viables (Toxicidad del neutralizante).*®

8. Métodosdeanalisisdela AOAC
Son métodos establecidos por la asociacion Oficial de Andlisis

Quimicos de Estados Unidos, que establecen metodologias para la
evaluacion de la actividad de los desinfectantes, antibiéticos, pesticidas y
otros.® Entre las metodologias que se pueden considerar (tiles, en la
evaluacion de la efectividad de los desinfectantes, podemos mencionar las
siguientes:

Evaluacion de la actividad en bacterias

Evaluacion de la actividad en Micobacterias

Evaluacion de la actividad en hongos

Evaluacion delaactividad en virus.

Evaluacion de la actividad de desinfectantes en aerosol.

o O O O O o

Evaluacion de la actividad de desinfectantes en superficies
(Prueba de transportadores)

0 Los test practicos, dificilmente estandarizables, se utilizan
para verificar s una dilucion en uso, que previamente se

haya utilizado in-vitro es adecuada o no.

Las bacterias mas utilizadas para los diferentes métodos de
valoracion de desinfectantes suelen pertenecer a colecciones
internacionales y son las més usuales en e medio ambiente: S aureus, E.

coli, P. aeruginosa, S. faecalis, P vulgaris, etc.

¥ Bello T, Rivero I., H de Waard J. I nactivacion de micobacterias con Desinfectantes Registrados como
Tuberculicidas. Laboratorio de tuberculosis Inst. de biomedicina. Caracas.
% Medrano A. Efectividad de los Desinfectantes y Antisépticos I ntrahospitalario. Instituto Nacional del Térax
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I1. JUSTIFICACION

La problemética existente en la industria farmacéutica frente a control de la
contaminacion ocasionada por los microorganismos, relacionado a uso y manegjo de los
antisépticos, desinfectantes y la eleccion de los més apropiados, es necesario determinar las
concentraciones minimas de trabajo y tiempos de exposicion adecuados que tengan un

efecto desinfectante eficaz.

La capacidad de los microorganismos de adquirir resistencia a agentes bactericidas
0 bacteriostaticos como los antibiéticos o los desinfectantes quimicos es muy grande. A
pesar gque existen una gran variedad de productos quimicos de limpieza pocos son
utilizados como desinfectantes, debido a sus propiedades fisicas y quimicas, su accion no

es solo suficientemente amplia para eliminar atodos |os microorganismos.

No todos las bacterias son igualmente susceptibles a una concentracion de
desinfectante, incluso diferentes cepas de una misma especie pueden variar en su
resistencia, por 1o que es de interés comun estudiar la efectividad o susceptibilidad con la
utilizacion de métodos que determinen también la resistencia y la ineficacia variada de

estos agentes quimicos a diferentes concentraciones como indica el fabricante.

La finaidad de este trabgo es evaluar la actividad bactericida de un grupo de
desinfectantes disponibles en e mercado boliviano. Los resultados y conclusiones
obtenidos en el estudio nos permitiran la utilizacion de los desinfectantes y antisépticos con

mayor conocimiento de |os mismos.

En Bolivia no existen normas oficiales para evaluar |os desinfectantes por lo cua se
utiliza diferentes pruebas como las de Kelsey y Maurer, Kelsey y Sikes, AOAC y otros,
estandarizados como métodos de evaluacion a nivel internacional. Un método establecido
como referencia internacional es la de la A.O.A.C. porque es una técnica aplicable a las
condiciones requeridas.
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[11. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los desinfectantes y antisépticos son sustancias quimicas que tienen como fin
destruir los microorganismos patdgenos y no patdgenos causantes de la contaminacion en

ambientes de fabricacion y productos en una planta farmacéutica.

Sabiendo la dificultad de establecer e grado de efectividad, de un agente
desinfectante. Se deben establecer los criterios adecuados para desinfectantes idedles, y
establecer un sistema de evaluacion de los mismos. En consecuencia, debe seleccionarse e
0 los desinfectantes que resulten més convenientes, como resultado del proceso de

evaluacion.

Un caso critico, es la fabricacion de liquidos y solidos estériles que presentan
reguerimientos ambientales y de limpieza muy exigentes; de acuerdo alas Buenas Précticas
de Manufactura. Con objeto de evitar efectos nocivos de |os microorganismos, es hecesario
disponer métodos que permitan eiminarlos, de manera que, podamos disponer de

ambientes limpios sin contaminacién microbiana.
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IV.OBJETIVOS

A. Objetivo General.

= Evauar € efecto bactericida de los desinfectantes en cepas bacterianas ATCC y
cepas aisladas del area de fabricacion de productos estériles, reaizando las
pruebas de dilucion ““in use” (AOAC Modificado), en condiciones controladas
del tiempo de accidn y concentracién del desinfectante en Laboratorios Bagd de
BoliviaS.A.

B. Objetivos Especificos.

o Establecer los neutralizantes y concentraciones adecuados para los
diferentes tipos de desinfectantes.

o Establecer latoxicidad del neutralizante paralos diferentes tipos de bacteria.

o Vaerificar que las concentraciones de trabajo y tiempos de exposicion de los
desinfectantes aplicados en ambientes de fabricacién son eficaces.

o Determinar la concentracion de trabajo requeriday el tiempo de exposicion
Optimo para cada desinfectante, necesario para:

= Establecer la concentracion optima en la cual se obtiene una
efectividad bactericidaigual o superior a 99.9996 %.
= Establecer € tiempo de exposicién Optimo requerido para obtener
una buena desinfeccion de |os ambientes.
o Determinar los desinfectantes que presentan la mayor eficacia bactericida
con respecto ala concentracion y a tiempo de exposicion.
o Determinar que microorganismo es mas resistente a ataque de los

desinfectantes.
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V. FORMULACION DE LASHIPOTESIS

A. Hipotesis General

El método de evaluacion de la actividad bactericida; para los desinfectantes
utilizados en Laboratorios Bago de Bolivia S.A., es la prueba de dilucion “in

use” (segun USP 30), utilizando volUmenes iguales de desinfectante y muestra.

B. Hipotesis Especifica

v

Las concentraciones y tiempos de exposicion de los desinfectantes son eficaces
en |os ambientes de fabricacion.

Los desinfectantes utilizados en laboratorios BAGO de Bolivia presentan una
efectividad superior al 99.9996% a las diluciones utilizadas en los ambientes y a
un tiempo de exposicion inferior a 20 minutos.

La lavandina por sus caracteristicas quimicas, presenta una velocidad de muerte
rapida inferior a 5 minutos, y actia incluso eiminando Pseudomonas
aeruginosa y bacterias Gram negativas.

Los neutralizantes puestos a prueba neutralizan alos desinfectantes.

L os neutralizantes puestos a prueba no son toxicos para las bacterias.
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VI.DISENO METODOLOGICO
A. Descripcion del Ambito en Estudio

Desinfectantes utilizados para la limpieza y desinfeccion de los ambientes de
fabricacion (liquidos estériles), evaluando su efectividad bactericida a diferentes
concentraciones y tiempos de exposiciéon, en Laboratorios Bagé de Bolivia
SA.

B. Ambito de | nvestigacion
Lugar: Laboratorios BAGO de BoliviaS.A.,
Area de Fabricacion de productos estériles
Sector: Investigacion Microbiol 6gica
Ambiente detrabgjo:  Laboratorio de Microbiologiall.
C. Microorganismos

v Cepas bacterianas ATCC: Cepas estandar procedentes de una coleccion
internacional.

v Saphylococcus aureus ATCC 25923

v Escherichia coli ATCC 35218

v" Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Cepas aidadas de los ambientes de fabricacion de liquidos estériles. Laboratorios
Bago de BoliviaS.A.:

v' Saphylococcus spp
v Micrococcus spp (aislado en Agosto 2005)
v Micrococcus spp.(aislado en Julio 2007)



VII. MATERIALESY METODOS

A. Materiales, Reactivosy Medios

- Materiales de proteccion (gorro, barbijo, guantes)
- Mechero Bunsen

- Fosforo

- Tubos de ensayo

- Frasco grande para desinfectante

- Cronometro

- Erlenmeyer

- Ansas bacterioldgicas

- Gradilla

- Tips

- Propipeta

- Tubos Vacutainer con tapones

- Micropipetas

- Pipetas

- Tubos para lectura en espectrofotébmetro
- Gradilla paratubos de espectrofotometro
- Tirasde parafilm

- Marcador indeleble

- Papel cebollay mantequilla

- Placas petri

- 1Pisgta

Reactivosy Medios

- Solucién de hipoclorito de sodio 0.9%

- Algoddén empapado en acohol a 70%

- Solucion fisiolégica (Cloruro de Sodio)
- Aguaestéril

- Agar nutritivo
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Tiosulfato de Sodio 0.8%
Tioglicolato 5%

Equipos

Refrigerador
Vortex
Espectrofotometro
Estufaa 37°C

B. Metodologia

Para comprobar |a efectividad de los desinfectantes y antisepticos se utiliza €
método de dilucién “in use” (Prueba de la AOAC modificado)® para la

evaluacion de la actividad bactericida. Sobre los desinfectantes utilizados en
Laboratorios BAGO de BoliviaS.A.

Se trabgj 6 sobre:

GERMEKIL
TIMEROSAL
TEGO 51
LAVANDINA
ALCOHOL

NN

Se evalla la efectividad bactericida porcentual del desinfectante; variando la

concentracion de trabajo (independiente para cada desinfectante) y € tiempo de

exposicion (setoma4 puntos: 2, 5, 10, 15, 20 minutos).

C. Preparacion del inoculo

La preparacion del indculo, se realiza, después de incubar € microorganismo

de ensayo en medio enriquecido después de 24 horas.

2t “Desinfectantes y antisépticos”<1072> USP 30 Versi6n en espafiol. Pag. 557
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Se resuspende a microorganismo en suero fisiologico estéril determinando la
concentracion de la suspension con un espectrofotometro. La transmitancia de
la suspensién bacteriana debe ser de un 50% a una longitud de onda de 630 nm,
que corresponde a una suspensién bacteriana con concentracion de 3x10°
UFC/ml.

D. Prueba deviabilidad

Se redliza esta prueba para determinar experimentalmente e nimero inicial de
microorganismos que seran enfrentados con e desinfectante, esta prueba se
realiza realizando 5 diluciones seriadas 1/10 de la solucién madre de 3x10®
ufc/ml (valor tedrico) y sembrando una aicuota de la dltima dilucion en agar
nutritivo a 37 °C durante 18 a 24 horas, con €l conteo obtenido se determina la

concentracion real de los microorganismos utilizados como inéculo.

E. Control de Neutralizacion del Desinfectante

Para comprobar que el neutralizante logra detener la accion del desinfectante se
mezcla un volumen del desinfectante con e volumen adecuado del
neutralizante.

Afadir 100 ul del inoculo bacteriano, mezclar, y sembrar 100 ul de lamezclaen
placas de agar nutritivo.

Dejar incubar de 18 a 24 horasy redlizar € conteo de colonias.

F. Control de Toxicidad del Neutralizante

Para comprobar que el neutralizante no es toxico para las bacterias se enfrenta
un volumen del inoculo bacteriano con un volumen del neutralizante.

Sembrar 100 uL de lamezclaen agar nutritivo.

Dejar incubar de 18 a 24 horas.,,

G. Método

La determinacion de la actividad antimicrobiana propiamente tal, se efectud de

acuerdo a la metodologia recomendada por la AOAC, poniendo en contacto los
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microorganismos en concentraciones de 10% ufc/ml con los productos en
estudio, en volumenes iguales (3ml microorganismo y 3 ml del desinfectante)
sacando alicuotas de la suspension de 100 ul. A los tiempos establecidos (2, 5,
10, 15 y 20 minutos) y efectuando e recuento de los microorganismos

sobrevivientes.

Este recuento final y e recuento inicial de las cepas en la prueba de

viabilidad, se realizaen Agar Nutritivo con incubacion a37 °C y 18 a 24 horas.

H. Procesamiento de la variable en estudio
Los datos obtenidos se recopilaran en una hoja de célculo, ordenando todos los

datos en tablas.

L as variables que son evaluadas son:

o Tiempo de exposicion
0 Concentracion del desinfectante
o Tipo de desinfectante
Con los datos ya introducidos, se realizaran los gréficos comparativos de las
variables obtenidas, respondiendo a las hipétesis planteadas.

1. Determinacion de la Eficiencia Germicida Porcentual.

Determina el porcentaje de bacterias que mueren a contacto con € desinfectante.

Seredliza el célculo mediante la siguiente formula

No — Nt
No

%E:( ]*100

Donde:

No = Numero de microorganismos iniciales
N = NUmero de microorganismos sobrevivientes atiempo t.
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Ejemplo

Datos obtenidos:

Analista [rma Mamani Urquizo

Desinfectante.- Lavandina Cepabacteriana: | Staphylococcus spp
Conc. de Trabajo.- | 0,7%; 0,4% 0,08% | Inoculo: 100 uL
Neutralizante.- Tiosulfato de Sodio 0,8%

PORCENTAJE DE EFECTIVIDAD BACTERICIDA
BASE DE DATOS PARA RELLENAR

[ Viabilidad 1 | 65 |
TIEMPO ENSAYO 1
(MINUTOS)
CONCENTRACION
0,70% 0,40% 0,08%
2 0 20 164
5 0 5 20
10 0 0 1
15 0 0 0
20 0 0 0

2. Determinacion de No (Prueba de viabilidad)

No = Nro. de UFC/placa (prueba de viabilidad) x Fd

5Se realizan cinco diluciones seriadas 1/10 por lo que €l factor de dilucién es 1 x
10°.

Ejemplo
Viabilidad: 225 UFC
Fd: 1x 10°
Vol. de siembra: 100 uL 0 0.1 mL.

225 UFC son las bacterias que crecieron de la siembra de un volumen de 100
uL, entonces necesitamos saber las UFC existentes en 1 mL de muestra.

X = 2250 UFC



Para determinar la cantidad inicial de microorganismos “No” se utiliza la
siguiente formula:
N, = Fd = Nro. UFC

N, =1-10° * 2250UFC
N, = 2.25-10° UFC
El dato obtenido se reemplaza en laformula 1(1)
3. Determinacion del *“Nt ™

Es &l nUmero de bacteria sobrevivientes a un tiempo determinado.

Ejemplo

Conteo en placa: 164 UFC
Vol. Desiembra: 100 uL 0 0.1 mL

29

» 164 UFC son las bacterias que crecieron de la siembra de un volumen de 100

uL de lamezcla de desinfectante y bacteria.

= El volumen total delamezclaesde 6 mL (3 mL del desinfectante A + 3 mL

del inoculo bacteriano)

=  Entonces tenemos:

164 UFC --------- 0.1 mL
X UFC --------- 6 mL
X =9840 UFC

= EIl dato obtenido es el “Nt”, que se reemplaza en la formula 1(1)

» Con los datos obtenidos de No y Nt calculamos la Eficiencia Germicida

Porcentual (%E) del siguiente modo:
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DATOS
No = 2.25x 10° UFC
Nf = 9840 UFC
%E = (Mj *100
No

Reemplazamos.

8
OE — 2.25-10° — 9840
2.25-10°

j*lOO

%E = 99.9956%

Entonces para el desinfectante A, aun tiempo de 30 segundos el %E es 99.9956%
Cacular e %E paralos conteos de las placas alos siguientes tiempos (1, 5,
10, 15, 20 minutos), y alas diferentes concentraciones de prueba.

Las pruebas se realizan por triplicado y los resultados se promedian para
obtener la siguiente tabla:

Analista
Desinfectante.- Lavandina Cepa bacteriana: | Staphylococcus spp
Conc. de Trabajo.- |0,7%; 0,4% 0,08% | Inoculo: 100 uL

Neutralizante.-

Tiosulfato de Sodio 0,8%

PORCENTAJE DE EFECTIVIDAD BACTERICIDA
CUADRO DE EFECTIVIDAD BACTERICIDA VSTIEMPO DE

EXPOSICION

Viabilidad 1 225

No 1 2.25E+08

TIEMPO ENSAYO 1
(MINUTOQYS)

CONCENTRACION

0,70% 0,40% 0,08%
2 100 99,9999 99.9956
5 100 99,9999 99,9994
10 100 100 99,9996
15 100 100 100
20 100 100 100

Nota.- Se consideran las concentraciones y tiempos éptimos aquellos superiores al
99.9996 % seguin lo estipulado segin e Test de Chambers.
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En este trabgo se han testado 5 desinfectantes. TEGO 51, Germekil,

Timerosal, Lavandinay acohol (ver foto N° 1), con € fin de determinar su

eficacia. Se enfrentaron a 6 cepas. 3 cepas de referencia ATCC y 3 cepas

aisladas del ambiente de fabricacién: Saphylococcus aureus, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus spp, Micrococcus spp (2005 y

2007) realizando una serie de pruebas in Vitro establecidas segin normas

vigentes. %

Podemos observar que no existe una diferencia importante entre las

concentraciones utilizadas en la desinfeccion de areas de fabricacion de

productos estériles, que eran utilizados antes del estudio realizado; con respecto

a las concentraciones establecidas como optimas y recomendadas para realizar

ladesinfeccion. (Tablal)

Tabla N° 1. Condiciones iniciales detrabajo, establecidas en areasde fabricacion de

productos estériles, en Laboratorios Bago de Bolivia S.A. Gestion 2007.

DESINFECTANTES | CONDICIONESINICIALESDE
TRABAJO
[C] Tiempo exp.
TIMEROSAL 0.1% 10 min
0.04 % 10 min
LAVANDINA 0.4 % No especificado
0.08 % No especificado
TEGO 51 .
1% 10min
GERMEKIL .
1/30 10 min
ALCOHOL .
70 % No especificado

* El acohol no es recomendable para utilizarlo como desinfectante, sino

como antiséptico.

2 «Desinfectantes y antisépticos”<1072> USP 30 Version en espafiol. Pag. 554
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Para las pruebas que se realizaron, primero se seleccion0 y se evaud la
capacidad neutralizante de determinados compuestos; para neutralizar la actividad
de los desinfectantes utilizados. Se puede observar también que, se utiliza un mismo
neutralizante parael GERMEKIL y e TEGO 51, por ser desinfectantes de la misma
familia (Derivados de Amonio Cuaternario). (Ver Tabla N° 2)

TablaN° 2 Caracteristicas de los neutralizantes seleccionadosy las concentraciones de
trabaj o seleccionadas con los ensayos de dilucion “in use”. En Laboratorios Bago de Bolivia
S.A. Gestion 2007.

DESINFECTANTE |NEUTRALIZANTE BIBLIOGRAFIA NEUTRALIZANTE
ELEGIDO
TIMEROSAL Acido Tioglicolico - :
Tioglicolato de Sodio 8%
Neutralizante Viabilidad d 2
242 258 Recuperacion 91.57 %
258 288
X =250 X =273 Disminucioén 8.42%
LAVANDINA Tiosulfato de Sodio 0.6% ' ' 0
(Hipoclorito de Neutralizante Viabilidad Tiosulfato de sodio 0.8 %
sodio) 262 258 Recuperacion: 94.13 %
252 288
x =257 X =273 Disminucioén: 5.86 %
TEGO 51 0.5% Tween 80/ 0
0.7% L ecitina de soja o5 W&ia
GERMEKIL Neutralizante Viabilidad *
251 290 o 0
239 o711 Recuperacion: 91.58 %
271 279 L
X = 254 = 277 Disminucion: 8.42%
ALCOHOL M étodo por dilucién en agua ¥z
Neutralizante Viabilidad 100 uL alcohol + 100 ul. agua
262 288 Recuperacion: 93.77 %
250 258
X = 256 X =273 Disminucion: 6.2 %

En la evaluacion de latoxicidad de los neutralizantes podemos observar que
las concentraciones sel eccionadas para cada neutralizante no generan la disminucion
de la viabilidad (toxicidad de la bacteria), en un porcentaje mayor a 25%, y son

Optimas pararealizar |0s ensayos.
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Tabla N° 3. Resultados de la evaluacion de latoxicidad de los 5 desinfectantes, expresado en
términos de por centaje de disminucién de la poblacion inicial (Ensayo de Toxicidad),
obtenidos en Laboratorios Bago de Bolivia S.A. 2007.

DESINFECTANTE VIABILIDAD TOXICIDAD % DISMINUCION

TIMEROSAL 258 262
} 273 } 260 4.76 %

288 258

LAVANDINA 258 266
} 273 273 0.00 %

288 280

TEGO 51 272 241
280 } 268 255 252 5.97 %

GERMEKIL 251 261

ALCOHOL 258 280
273 } 271 0.73%

288 232

Se redlizaron las pruebas por triplicado y los datos obtenidos de los conteos
en placa, se recopilaron en tablas. Estos datos posteriormente se utilizaron para

obtener la eficiencia germicida porcentual.

Serealizo e promedio de los datos de |as tablas anteriores, para obtener una
tabla de concentracion vs. tiempo de exposicion, en términos de eficiencia
germicida porcentual. Al redlizar esto, se obtuvieron tablas para cada desinfectante
y cada cepa bacteriana. (Ver Anexo )

Ahora, con las tablas resumidas, generamos gréficos, donde se evalla la
actividad bactericida de cada desinfectante sobre cada bacteria, a las diferentes

concentraciones de trabajo y alos tiempos de exposicion establecidos.

A. TIMEROSAL
De acuerdo a los gréficos (ver Anexo Il, A), se observa que € Timerosa
(derivado mercurial), presenta una adecuada efectividad bactericida a las
concentraciones superiores a 0.07 % y con tiempos de exposicion superiores a

los 10 minutos, también observamos que la concentracion ensayada de 0,04 %



34

de Timerosal no presenta la efectividad requerida, observandose ineficiente
hasta un tiempo superior a 20 minutos de exposicion.
Grafical. Comparacion dela accion bactericida del Timerosal sobrelas cepas en
estudio a concentracionesde 0.07 % y 0.04% a diferentestiempos de exposicion en

Laboratorios Bago de Bolivia. Gestion 2007.

Actividad Bactericida Timerosal (0,07%)

100,02
©
§ 100 o Sthaphilococcus
- Aureus
% 99,98 1 .Escherichia
S 99,96 | Coli
m oPseudomona
Aureoginosa
99,94 - o Sthaphilococcus
99,92 - . . . e
@ Micrococcus
1 5 10 15 20 spp
Minutos
Actividad Bactericida Timerosal (0,04% )
100102 @ Sthaphilococcus
— Aureus
9 100 mEscherichia
= Coli
% 99;98 OPseudomona
Aureoginosa
g 99,96 -1 O Sthaphilococcus
spp
99,94 -1 mMicrococcus
99,92 4 =
1 5 10 15 20
Minutos
B. TEGO51

El TEGO 51 (derivado de amonio cuaternario), se evidencia que hasta una
concentracion de 0,7 % y a un tiempo superior a 5 minutos de exposicion a
desinfectante llega a una eficacia del 99,99 %. También se observa gque llegando
a una concentracion de 0,4 % la efectividad se encuentra disminuida, para tres

de cinco cepas de ensayo. (Ver Anexo 1, B)
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Grafico 2. Comparacién dela accion bactericida del TEGO 51 sobrelas cepas en
estudio a concentracionesde 0.7 % y 0.4% a diferentestiempos de exposicion en
Laboratorios Bago de Bolivia. Gestion 2007.

Actividad Bactericida TEGO 51 (0,7%)

o 100]18(:; @ Sthaphilococcus
—_ T Aureus
g 99,99 . -ECsclherichia
8 99,98 I OPseudomona
% 99 97 _ Aureoginosa
m 99’96 O Sthaphilococcus
’ 7] spp
99,95 1 mMicrococcus
99,94 A ; ; PP
1 5 10 15 20
Minutos
Actividad Bactericida TEGO 51 (0, 4%)
100,01 o Sthaphilococcus
% 100 Aureus
6 99 99 m Escherichia
= ! Coli
B 99,98 O Pseudomona
% 9997 Aureoginosa
m ! O Sthaphilococcus
99,96 N spp
99,95 4 m Micrococcus
99,94 - . . EP

1 5 10 15 20

Minutos

C. GERMEKIL

Con e GERMEKIL (derivado de amonio cuaternario), se alcanza un 100 %
de eficacia bactericida hasta una dilucion de 1/60, y con un tiempo de
exposicién mayor a 1 minutos con todas las cepas de ensayo. Estos resultados
nos muestran que & Germekil es un desinfectante recomendado paralalimpieza

y desinfeccion. (Ver Anexoll, C)
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Grafico 3. Accion bactericida del Germekil sobrelas cepas en estudio a unadilucién

de 1/60 a difer entes tiempos de exposicion en Laboratorios Bago de Bolivia. Gestion

Actividad Bactericida Germekil 1/60
120 _
@ Sthaphilococcus
% 100 Aureus
' Escherichia
2 80 ol
Q seudomona
6 60 |:”jb\uregginosa
g 40 4| o Sthaphilococcus
spp
20 - ®m Micrococcus
0 Spp
5 10 15 20
Minutos
D. ALCOHOL

L os resultados obtenidos de los ensayos con € etanol comercial, evidencian

una eficacia del 99,999 % a una concentracion de 65% y un tiempo de

exposicion superior alos 10 minutos de exposicion. Tomando en cuenta que las

bacteria fueron expuestas directamente con un volumen determinado de

desinfectante en solucién. (Ver Anexo |1, D)

Bolivia. Gestion 2007.

Grafico 4. Accion bactericida del Alcohol al 65 % sobrelas cepas en estudio auna

concentracion del 65 % a diferentestiempos de exposicion en Laboratorios Bago de

% de Eficacia
Bactericida

Actividad Bactericida Alcohol al 65 %

100,01
100
99,99 +
99,98 ~
99,97
99,96 -
99,95 ~

99,94 -

1 5 10 15 20

Minutos

0O Sthaphilococcus
Aureus

B Escherichia
Coli

0O Pseudomona
Aureoginosa

O Sthaphilococcus
Spp

B Micrococcus
Spp
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E. LAVANDINA
El hipoclorito de sodio (derivado clorado), presenta una eficacia bactericida
del 100 % a concentraciones superiores al 0,08 % a un tiempo superior a 1
minuto. También se lo considera eficaz para € trabajo, pero debe tomarse las
precauciones necesarias para su mangjo. (Ver Anexoll, E)

Grafico 5. Accion bactericida de la lavandina a una concentracion de 0.08 % sobre
las cepas en estudio a diferentes tiempos de exposicion en Labor atorios Bago de
Bolivia. Gestiéon 2007.

Actividad Bactericida Lavandina (0,08%)

100,00005
e
9 100 -1 @ Sthaphilococcus
—_ Aureus
(] -
g 99’99995 _ -ECsOclri\enchua
m pPseudomona
99,9999 1 Aureoginosa
O Sthaphilococcus
99,99985 A PP
@ Micrococcus
1 5 10 15 20 spp
Minutos

A partir de los graficos generados podemos resumir las concentraciones de
trabajo, recomendadas para |la desinfeccion de las areas de fabricacion, con los
desinfectantes evaluados, determinando las concentraciones de trabajo efectivas

y los tiempos de exposicion. (Ver tabla 4)
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TablaN° 4. Condicionesinicialesdetrabajo, y condiciones recomendadas para € uso
de desinfectantes en areas de fabricacion de productos estériles. En Laboratorios Bago
de Bolivia S A. Gestion 2007

DESINFECTANTES| CONDICIONESINICIALES CONDICIONES
DE TRABAJO RECOMENDADAS
[C] Tiempo exp. [C] Tiempo exp.
TIMEROSAL 0.1% 10 min .
- 0.1, 0,07 % >10min
0.04 % 10 min
LAVANDINA 0.4% No especificado | 0.7, 0.4, 0.08 > 0L min
0.08 % No especificado %
TEGO 51 1% 10min 1,0.7 % > 05 min
GERMEKIL 1/30 10min |30, V40,060 >01min
AL COHOL . n 75%, .
70 % No especificado 70%,65% >10min

Después de determinar |as concentraciones optimas de trabajo y los tiempos
de exposicion a utilizarse para cada desinfectante evaluamos la posible
tolerancia de las bacterias ATCC y las bacterias aisladas de los ambientes, a

atague de | os desinfectantes.

Conlasgraficasrealizadas (Ver Anexo I11) se evidencia que:

A concentraciones atas de exposicién las bacterias ensayadas, sufren una
muerte del 100 % a tiempos de exposiciéon gue van desde 1 a 5 minutos. Para
determinar que bacteria presenta mayor resistencia, se avalud la eficacia
bactericida de los desinfectantes a las concentraciones bagas de ensayo,

obteniendo que:

La Pseudomonas aeruginosa, no acanza alos 99,996 % de eficacia bactericida
aun tiempo de 5 minutos, con tres de cinco desinfectantes. Siendo estala Unica
cepa gque presenta supervivencia a atague del TEGO 51, TIMEROSAL vy
ALCOHOL.
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Las cepas aisladas del ambiente de fabricacion son susceptibles a ataque de
cuatro de cinco desinfectantes ensayados, observandose que e TIMEROSAL a
una concentracion de 0,04 %, resulta ineficaz para redizar la limpieza de

acorde alos estudiosin vitro.

Se tomaron dos muestras de |as cepas aisladas de Micrococcus:

Cepal; aislada en Agosto 2005
Cepalll; aislada en Junio 2007

Se comparé la efectividad de las dos cepas aisladas, tomando en cuenta
como referencia las concentraciones bgjas utilizadas para cada desinfectante, y
resumidas en los graficos anteriores. No se evidencia una notoria diferencia
entre la efectividad de los desinfectantes sobre las dos cepas, por lo cua
establecemos que no genero la tolerancia de esta cepa a atague de los
desinfectantes ensayados. (Ver anexo l1l: E,F)

Grafico 6. Comparacién de la accion bactericida de los desinfectantes evaluados entre
dos cepas de Micrococcus spp (Cepa 1: Agosto 2005, cepa 2: Junio 2007). A

concentraciones bajas, en Laboratorios Bagd de Bolivia. Gestion 2007.

Desinfectantes (conc. Bajas) Vs Tiempo de exposicion
Micrococats snn aidado Aaonsto 2005.

100 |
99,99 | ol
99,08 @5
99,97 1
99,96 | 010
99,95 | m )
99,94 m 20
99,93
99,92 1|
99,01 1|

99,9 I

160 0,50% 0,08% 0,04% 65°
GERM EKIL ‘ TEGO 51 LAVANDINA TIMEROSAL ALCOHOL

Tipo de desinfectante




Desinfectantes (conc. Bajas) Vs Tiempo de exposicion
100, _ Micrococeiis snn aidado Junio 2007.
100 o1
99,99 |
99,98 s
99,97 | oo
99,96 015
99,95 | m20
99,94 |
99,93 |
99,92 |
160 0,50% 0,08% 0,04% 65°
GERM EKIL TEGO 51 LAVANDINA TIMEROSAL ALCOHOL
Tipo de desinfectante
| X.DISCUSION

Previo a cuaquier evaluacion de la eficacia bactericida de los desinfectantes, es
necesario primero establecer el(los) neutralizante(s) a ser utilizados para las pruebas,
Seglin la Asociacion Francesa de Normalizacion (AFNOR)?,  nosotros establecimos
las concentraciones de trabgjo a utilizarse para la neutralizacion de la accién de los
desinfectantes de acuerdo a nuestros estudio (Ver foto 1). La USP 30 (Farmacopea
estadounidense) establece concentraciones de trabajo y hasta caldos y agares de
neutralizacion para este tipo de estudios®.

FOTO N° 1
Materiales utilizados en la prueba, como los neutralizantes y modo de orden en el
trabajo realizado en Laboratorios Bago6 de Bolivia S.A. Gestion 2007.

2 Valoracion de desinfectantes http://coli.usal .es’'Web/educativo/m_especial/15bprincipal.htm
# «\/alidacion de Métodos de Neutralizacion-Comparaciones de Recuperacion”<1227> USP 30 Versién en
espariol. Pag.753-756
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Se obtuvo que la actividad antibacteriana de |os desinfectantes estudiados depende
del microorganismo sobre € que actlien, asi como de la temperaturay de tiempo de
accion son importantes. En e estudio se aprecia que S. aureus fue € microorganismo
mas sensible alos desinfectantes estudiados por ser una bacteria Gram positiva, y la
exhibida por Pseudomonas aeruginosa, presenta mayor resistencia como sucede con €l
timerosal y e acohol (Ver ANEXO Il A,D). La resistencia de la Pseudomonas
aeruginosa también se observa en trabajos similares, por Luis Lépez y Romero 2002.
Donde se observa la resistencia a la muerte de la Pseudomonas frente a desinfectantes

utilizados en laindustria de alimentos.>®

Podemos observar (Tabla 4), que la actividad Bactericida del Germekil, TEGO 51,
Lavandina, Timerosal y e alcohol es Optima para la desinfeccion de los ambientes
estériles de fabricacion, hastalos 5 minutos de accion; ya que las cepas control y cepas
aisladas sufrieron una reduccion del 99.999% de acuerdo a limite establecido por €l
test de Chambers, a tiempos y concentracion de exposicion referidas por e fabricante
(ver foto 2).

Foto N° 2

Placa delaviabilidad frente una placa en la que hubo una reduccion del 99.999% de acuerdo
al limite establecido por € test de Chambers.

Placa con un 100% de eficacia Prueba de viabilidad (NUmero inicial de
bactericida (sin crecimiento) mi croorgani Smos)

o

% |_. Lépez, J, Romero. Accién germicidain vitro de productos desinfectantes de uso en laindustria de
alimentos. http://www.sciel0.org.ve/art521.htm
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De acuerdo con nuestros resultados (Ver anexo V) podemos observar que: a
concentraciones bajas de |os desinfectantes (TEGO 51, Timerosal y Alcohol), existe un
tiempo inicia de muerte muy lento de las cepas enfrentadas. Este factor es tan critico
gue se sabe gque concentraciones minimas de casi cualquier desinfectante no solo no
elimina los microorganismos, sino que permiten su desarrollo y generacion de
resistencia y adaptabilidad.?

En d gréfico 3 (Ver Anexo IV, C) mostramos € comportamiento que tiene la
Pseudomonas aeruginosa frente a los desinfectantes, observandose que es una cepa
resistente a ataque de los desinfectantes; esto se debe a contenido més ato de
fosfolipidos y lipidos neutros, que incrementa la resistencia a estos productos. (ver foto
N° 3)

Foto N° 3
Semuestra el crecimiento de la Pseudomonas aeruginosa frente a los desinfectantes:
Alcohol, TEGO 51, Timerosal, Lavandina.

ALCOHOL TEGO 51

% Accion germicidain vitro de productos desinfectantes de uso en laindustria de alimentos.
http://www.sciel0.org.ve/art521.htm



TIMEROSAL LAVANDINA

Esta cepa de estudio no se elimina eficientemente, con 3 de los 5 desinfectantes
evaluados (Timerosal, TEGO 51 y acohol) y se mantiene viable pasado el tiempo de

exposicion.

El Timerosa (Ver Anexo I, A) por poseer caracteristicas bacteriostéticas y e
alcohol se consideran ineficientes para redizar la sanitizacion, por presentar una
reduccion inadecuada de bacterias a un tiempo de exposicion superior alos 15 min. (ver
foto N° 4), ya que se necesitaria grandes concentraciones de Timerosal para alcanzar un

efecto bactericida

Encontramos que & Hipoclorito de sodio es capaz de eliminar la mayoria de las
cepas bacterianas en un corto periodo de tiempo y a una concentracion de hasta
0.08%.(ver foto N° 5), determinando que es un buen desinfectante. Los resultados son
similares a los expuestos por Hernandez y Silva 1994 en € hospital San Juan de Dios,
Santa Fe de Bogota, Colombia. Donde fueron inhibidos en 5 a 10 minutos de

exposicion?’.

Al comparar las graficas (Ver anexo Ill: E, F) observamos que después de un uso
continuo de los desinfectantes durante dos afnos, la cepa de Micrococcus s.f. aislada, no
se evidencio generacion de adaptacion a atague de los desinfectantes que en € estudio
se consideraron éptimos a altas concentraciones (Timerosal, Tego51 y Alcohol), € uso

“ Henao S., C Sierra Accion bactericida del Acido Hipocloroso.
www.revmed.unal.edu.co/revistafm/v51n3/v51n3pdf/iv51n3a2.pdf
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muy extendido de los antisépticos - desinfectantes, implica la posibilidad muy real de
que se pueda desarrollar resistencia microbiana a estos agentes (el termino mas
adecuado es ADAPTACION).®

Una de las medidas por la cua se puede minimizar € riesgo de presentacion de este
problema consiste en hacer una rotacion de antisépticos - desinfectantes en el ambito
hospitalario, de laboratorio clinico y/o industria farmacéutica. La rotacion de estos a
nivel de la industria farmacéutica puede coadyuvar en gran medida a disminuir la
generacion de cepas resistentes, aungue no se encontraron estudios claros sobre la
eficacia de larotacion de |os desinfectantes.

Dada una concentracién de desinfectante, existe un tiempo minimo de accién dado
por e proveedor, que nos muestra los niveles de limpieza a seguir, es por eso esencial
un buen lavado de la superficie, antes de intentar un proceso de desinfeccion o
esterilizacion.® Asi evitar las formas cubiertas, que impiden € contacto
microorganismo-desinfectante, 0 se combinan con e agente formando compuestos
Menos activos.

En estados unidos, las entidades reguladoras, FIFRA, EPA exigen que €
desinfectante sea probado para establecer las concentraciones y tiempos requeridos por
los diferentes microorganismos y de esta manera, determinar su Optima utilizacion para
lograr una desinfeccion efectiva, a parte, las empresas que fabrican estos, deben

documentar |a efectividad declarada en | as etiquetas de |os productos.®

8 JOSE JUAN RODRIGUEZ JEREZ Resistenciay adaptacion de patégenos a
desinfectanteswww.consumaseguridad.com/web/es/sociedad_y _consumo/2003/03/26/5687.php

% Medrano A. Efectividad de los Desinfectantes y Antisépticos I ntrahospitalarios. Instituto Nacional del Térax,
% «Desinfectantes y antisépticos”<1072> USP 30 Versi6n en espafiol. Pag. 554




45

X. CONCLUSIONES

A. Conclusion General.

Se evaluo € efecto bactericida de cinco desinfectantes: TEGO 51, GERMEKIL,
TIMEROSAL, LAVANDINA, ALCOHOL, definiendo experimentalmente, las
concentraciones de trabgjo y tiempos de exposicion adecuadas para estos
desinfectantes, realizando pruebas “In Vitro”, ver Tabla N° 4. (condiciones
recomendadas para el uso de desinfectantes).

B. Conclusiones Especificas.

Se establecieron mediante ensayos "in vitro", los neutralizantes vy
concentraciones adecuadas de acuerdo a la naturaleza de los desinfectantes, de

acuerdo alos lineamientos sentados en la USP 30. (Ver tabla 2)

Se establecieron que ninguno de |os neutralizantes presentaba toxicidad fuera de
los limites especificados, para las cepas de estudio, obteniendo como resultado

un porcentaje de supervivencia mayor a 75 %, segun USP 30. (Ver tabla 3).

Determinamos que, no todas las concentraciones y tiempos de exposicion
recomendados por los procedimientos operativos estandar, eran adecuados.

Podemos observar estadivergencia. (Ver tabla4)

Se determind que la Lavandinay e Germekil, son desinfectantes muy
efectivos a concentraciones bajas y tiempos cortos de exposicion, alcanzando
una efectividad del 100% de eficacia bactericida a un tiempo minimo de un

minuto.

El Tego 51, seria unatercera opcion como desinfectante, ya que cumple con
las especificaciones del fabricante, a una concentracion de 1% y 0.7 %, con un

tiempo de exposicion mayor alos 5 minutos.
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El Timerosal es un desinfectante de tipo bacteriostético, y no recomendado
a bagjas concentraciones (< a 0.07 %), y atiempos de exposicion inferiores a 10
minutos, segun |os estudios realizados.

El Alcohol también demostrd, no ser (til para la desinfeccién de ambientes
de trabajo, por que al estar en contacto con agua se inactiva, a parte de disminuir
su efectividad al contacto de sustancias organicas contaminantes. Se recomienda
Su uso auna concentracion del 65% a 75 %, con un tiempo de exposicion de 10
minutos sobre superficies de trabajo secas y limpias (mesones, utensilios).

La Pseudomonas aeruginosa, no alcanza a los 99,996 % de eficacia bactericida
a un tiempo de 5 minutos, con tres de cinco desinfectantes. Siendo esta la Unica
cepa que presenta supervivencia a ataque del TEGO 51, TIMEROSAL vy
ALCOHOL.

Las cepas aisladas del ambiente de fabricacion son susceptibles a atague de
cuatro de cinco desinfectantes ensayados, observandose que € Timerosal auna
concentracion de 0.04% es ineficaz, se recomienda evaluar este producto en
pruebas de campo para estar seguros de su efectividad.
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FOTOGRAFIAS
FOTO N° 1
Materiales utilizados en la prueba, como los neutralizantes y modo de orden

en el trabajo realizado.




Placa de la viabilidad frente una placa en la que hubo una reduccion del

99.999% de acuerdo al limite establecido por el test de Chambers.

Placa con un 100% de eficacia Prueba de viabilidad (Nimero inicial de
bactericida (sin crecimiento) mi croorgani Smos)




Foto N° 3
Se muestra el crecimiento de la Pseudomonas aeruginosa frente a los

desinfectantes: Alcohol, TEGO 51, Timerosal, Lavandina.

ALCOHOL TEGO 51

TIMEROSAL GERMEKIL




Foto N° 4
Se muestra la actividad del timerosal, frente a las diferentes cepas
bacterianas en estudio, a concentracion baja del desinfectante, viendo que

promueve su desarrollo.
TIMEROSAL © 0.04 %

Shaphyloccocus aureus Escherichia cali

Micrococcus spp Sthaphilococcus spp
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