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RESUMEN

Stenotrophomonas maltophilia es un patdgeno emergente de gran impacto en términos de
salud publica y se ha reportado como la causa de muchas infecciones nosocomiales,
especialmente en las areas de Cuidados Intensivos. Stenotrophomonas maltophilia es
reconocida por presentar resistencia a multiples agentes antimicrobianos como son los
antisépticos y desinfectantes, estos son ampliamente utilizados en los hospitales y los
consultorios médicos, donde tienen un papel fundamental para el control y la prevencion de las
infecciones nosocomiales, siendo aplicados en gran variedad de topicos y cuidados, como lo
son la antisepsia, la desinfeccion y la preservacion. Los desinfectantes son productos quimicos
capaces de inhibir o destruir microorganismos presentes sobre objetos inanimados Yy/o
superficies. Las bacterias tienen o adquieren la capacidad de resistir a la accion de estos
agentes desinfectantes, mediante mecanismos como son: (1) Capacidad de coagular y
precipitar proteinas, (2) Alterar las caracteristicas de permeabilidad celular y (3) toxicidad o
envenenamiento de los sistemas enzimaticos de las bacterias. El uso cotidiano de estos
productos ha traido como consecuencia que existan cepas bacterianas resistentes,
principalmente en los ambientes hospitalarios.

En este trabajo se evalué la capacidad de resistencia de aislados clinicos de
Stenotrophomonas maltophilia a la accién de diversos desinfectantes cominmente utilizados en
ambientes hospitalarios.

De los dos desinfectantes evaluados, uno presenta como agente activo el Bromuro de Lauril
Dimetil Bencil Amonio al 10% v el otro producto Polimetilen diurea al 5%. Se utilizé la prueba de
Rapidez de Muerte Celular (prueba cualitativa) y la Prueba de Suspension Cuantitativa (prueba
cuantitativa), la cual tiene como principio basico la exposicion de una suspension de un germen
a la accion de un desinfectante en un tiempo especifico, para luego ser sembrada en medio
solido. Los resultados de estas pruebas arrojaron que el 20% de los aislados analizados fueron
capaces de resistir al efecto del desinfectante con agente activo Polimetilen diurea al 5% y 47%
de los aislados analizados fueron capaces de crecer en presencia de los Compuestos de
Amonio Cuaternario. Al realizar la determinacion de la concentracion minima inhibitoria, se
observé que no todos los aislados fueron capaces de crecer a las mismas concentraciones,
variando en relacion a la fase de crecimiento. Cuando se evalud la resistencia a los antibidticos
se observd que solo un aislado fue resistente al Trimetoprin-Sulfametoxazol, encontrandose este
aislado también resistente a los desinfectantes evaluados en este trabajo. Estos resultados
aportan informacion que pueda ser utilizada para la bisqueda de soluciones conjuntas al
problema de las infecciones hospitalarias, ya que permite conocer a que concentracion es capaz
de crecer diferentes aislados bacterianos en presencia de los desinfectantes ensayados en este
trabajo que son de uso comdn en centros hospitalarios, por lo que se recomienda que el uso de
de los desinfectantes sea rotado.
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1. INTRODUCCION

Historicamente se conoce que las bacterias pueden causar una amplia variedad de
infecciones, desde aquellas que no muestran sintomas, hasta las que pueden ser fatales,
aumentando de manera drastica la morbilidad y mortalidad de la poblacion. En el siglo XX el
descubrimiento de los antibiticos se convirtio en la solucién a las multiples enfermedades

producidas por agentes infecciosos (Cabrera y col., 2007).

La capacidad de controlar las poblaciones microbianas sobre objetos inanimados, como
utensilios de alimentacién o instrumentos quirlrgicos, tiene una importancia practica
considerable. Muchas veces es necesario eliminar todos los microorganismos de un objeto,
mientras en otras ocasiones puede ser necesario solo destruir parcialmente la poblacion

microbiana (Prescott y col., 1999).

Los antisépticos y desinfectantes son muy utilizados en los hospitales y consultorios
médicos, donde tienen un papel fundamental para el control y la prevencion de las infecciones
nosocomiales (Bello y col., 2006). Las infecciones nosocomiales, o intra-hospitalarias, son
infecciones contraidas durante una estadia en el hospital que no se habian manifestado ni
estaban en periodo de incubacion en el momento del internado del paciente. Las infecciones

que aparecen a mas de 72 horas después del internado suelen considerarse nosocomiales.

Los desinfectantes son productos quimicos capaces de inhibir o destruir microorganismos
presentes sobre objetos inanimados y/o superficies. Su eficacia depende de factores como el

tipo de desinfectante, tiempo de accion, temperatura, concentracion del desinfectante, pH,



configuracion del objeto a tratar, factores fisicos y quimicos del medio, presencia de materia

organica y la naturaleza de los microorganismos presentes (McDonell y Russell, 1999).

Aunque los desinfectantes y los antisépticos han sido utilizados durante afios, se conoce
poco sobre el modo de accion de estos agentes, en comparacion con todo lo que se conoce
sobre los antibidticos, los cuales se definen como sustancias organicas; naturales o sintéticas,
que inhiben o destruyen en forma selectiva las bacterias y otros organismos, generalmente a
bajas concentraciones, y por lo general tienen blancos intracelulares especificos (McDonnell y

Russell, 1999).

Los Biocidas es un término general que se utiliza para describir un agente quimico, de
origen sintético o semisintético; usualmente de amplio espectro, que bajo condiciones definidas
y concentraciones criticas, puede inactivar o destruir células vivas de los microorganismos, en
tiempos especificos (Gilbert y McBain, 2003). Los biocidas ejercen dos tipos de efectos
diferentes de acuerdo a su especificidad o rango de accion como son: el bacterioestatico, que se
refiere a los agentes que inhiben el crecimiento bacteriano y bactericida que hace referencia a
los agentes que destruyen a las bacterias (Cabrera y col., 2007). Si se hace referencia a
cualquier otro tipo de microorganismos, se habla respectivamente de agentes microbiostaticos y
microbiocidas. Para una sustancia quimica, la linea de demarcacion entre el efecto
microbiostatico y el microbiocida, muchas veces va a depender de la concentracion de dicha

sustancia y el tiempo en el cual actiia (McDonnell y Russell, 1999).



11 CLASIFICACION DE LOS BIOCIDAS

Los biocidas son clasificados segun su blanco de accion y entre estos se encuentran: Los
antisépticos, son biocidas 0 productos que destruyen o inhiben el crecimiento de
microorganismos en o sobre los tejidos vivos (por ejemplo, lavado de manos y lavado
quirdrgico), y los desinfectantes, son similares, pero en general son los productos que se utilizan
en los objetos inanimados o superficies. Los desinfectantes puede ser esporostaticos; pero no
son necesariamente esporicidas. La esterilizacion, se refiere a un proceso fisico o quimico que
destruye por completo o elimina toda forma de vida microbiana, incluyendo las esporas. La
preservacion, es la prevencion de la proliferacion de los microorganismos en productos
formulados, incluidos los productos farmacéuticos y los alimentos. Los biocidas también pueden
ser utilizados para fines de limpieza, y la limpieza en estos casos se refiere a la eliminacion

fisica de material extrafio de la superficie (McDonnell y Russell, 1999).

En la tabla 1, se muestran los diferentes tipos de antisépticos y/o desinfectantes

comUinmente utilizados.

Tabla 1. Antisépticos y Desinfectantes cominmente utilizados (Tomado de: Medina y Valencia, 2008)

Alcoholes
lodo
Agentes Cationicos, anionicos y Anféteros
Colorantes
Cloro y compuestos clorados
Aldehidos
Compuestos Fendlicos
Acidos y Alcalis

Antisépticos

Desinfectantes




1.2 CLASIFICACION DE LOS DESINFECTANTES DE ACUERDO A SU ACTIVIDAD

Los desinfectantes se clasifican segun su nivel de accién en 4 niveles:

> Desinfectante de nivel alto (Ill): Agente de amplio espectro con actividad
esporicida. En este grupo se podrian incluir algunos productos como son: Glutaraldehido
(agente con actividad alta contra bacterias, hongos, virus y esporas), el hipoclorito sédico, el

perdxido de hidrégeno (Galan, 2003).

> Desinfectante de nivel intermedio (Il): agente que inactiva microorganismos como
Mycobacterium tuberculosis, las bacterias vegetativas, la mayoria de los virus y hongos, pero
no se destruyen las esporas bacterianas. En este grupo se incluye el etanol y el isopropanol

(Galan, 2003)

> Desinfectante de nivel bajo (I): este procedimiento puede inhibir o destruir a la
mayor parte de las bacterias en estado vegetativo, algunos hongos y virus; pero no elimina
microorganismos resistentes, tales como los bacilos de la tuberculosis o las esporas
bacterianas. Los agentes quimicos, como los compuestos de amonio cuaternario (QAC), son

considerados como desinfectantes de baja actividad (Galan, 2003).

En la tabla 2, se muestran las diferencias principales que existen entre los

desinfectantes y los antisépticos con respecto a los antibioticos.



Tabla 2. Caracteristicas diferenciales entre desinfectantes y antisépticos contra los antibiéticos. (Tomado de
http://www.higiene.edu.uy/cefa/2008/esterilizacionydesinfeccion.pdf)

Antibidticos Desinfectantes y Antisépticos
1) Pueden aplicarse sobre piel, mucosa y el 1) No pueden utilizarse en el medio interno, y los
medio interno desinfectantes ni siquiera sobre piel 0 mucosas

2) No poseen selectividad, actuando sobre células
procariotas y eucariotas, razon por la cual no pueden usarse
sobre el medio interno.

2) Tienden a ser selectivos para las células
procariotas, no actuando sobre eucariotas

3) Actlan sobre microorganismos en
multiplicacion activa, ya que interfieren con algin
paso metabolico.

3) Actlian sobre microorganismos en cualquier estadio
metaholico (en multiplicacion o no).

4) Se necesitan pequefias cantidades para 4) Se necesitan mayores concentraciones que los
obtener el efecto deseado. antibiéticos para conseguir el efecto.
5) Actlian especificamente sobre bacterias y 5) Son toxicos para muchos tipos de microorganismos,

no sobre hongos, virus u otros microorganismos ~ por ej.: bacterias, hongos, virus, etc.

Spaulding, en el afio 1961, propuso una clasificacion para la desinfeccion y la esterilizacion de
los instrumentos clinicos que seran usados con el paciente (Hugo y Russell, 1999). Esta
clasificacion dividen los elementos de cuidado del paciente en tres categorias, basadas en el riesgo

de infeccidn que representan, como son:

Critica: Llamada asi porque existe alto riesgo de infeccion, si el elemento se contamina con
algin microorganismo, incluyendo las esporas. Los objetos de esta categoria son los que entran en
contacto con el torrente sanguineo o con las cavidades estériles. La mayoria de estos elementos

debe esterilizarse, usualmente por autoclave.

Semicritica: Comprende los objetos que entran en contacto con las mucosas o con la piel no
intacta y deben estar libres de todos los microorganismos, excepto de un alto nimero de esporas
bacterianas. Las membranas mucosas intactas son resistentes a la infeccion por esporas

bacterianas, pero susceptibles frente a otros microorganismos, como el bacilo de la tuberculosis y
5



los virus. Los equipos de terapia respiratoria y de anestesia, los endoscopios y el aro del diafragma,
entre otros, entran en esta categoria. Los elementos semicriticos deben recibir, por lo menos, una

desinfeccion de alto nivel con esterilizantes quimicos entre cada uso.

No critica: Los elementos de esta categoria entran en contacto con la piel sana, pero no con las
membranas  mucosas. La piel intacta es una barrera efectiva para la mayoria de los
microorganismos. En contraste con los elementos criticos y semicriticos, gran parte de los no
criticos que pueden volver a usarse deben limpiarse con desinfectantes de bajo nivel o de nivel
intermedio. Pueden contribuir a la transmision secundaria de infecciones, contaminando las manos
del personal de salud y el equipo médico. No obstante, hoy se considera un riesgo la transmisién de

agentes infecciosos entre pacientes por la via no critica.

1.3 FACTORES QUE AFECTAN LA EFICACIA DE LA ACTIVIDAD DE LOS

ANTISEPTICOS Y DESINFECTANTES

La destruccion de los microorganismos y la inhibicion de su crecimiento no se trata de un
asunto sencillo, porque la eficacia de un agente antimicrobiano depende de diversos factores

como son los siguientes (Prescott y col., 1999):

1. Tamafio de la poblacion. Existe una estrecha correlacion entre el tamafio de la
poblacion, la concentracion del agente y el tiempo necesario para lisar una determinada
fraccion de la poblacion bacteriana. Si se modifica la concentracion, se provocan cambios en el
tiempo para lograr un mismo efecto. Refiriéndonos al tiempo, no todas las bacterias mueren

simultaneamente, ni siquiera cuando se aplica un exceso del agente.



2. Composicion de la poblacion. La eficacia de un agente varia considerablemente
con la naturaleza de los microorganismos que se van a tratar porque difieren en cuanto a su
susceptibilidad. Las endosporas bacterianas son mas resistentes a la mayoria de los agentes
antimicrobianos que las formas vegetativas, y las células mas jovenes se destruyen
normalmente con mas facilidad que los organismos maduros.

3. pH. Afecta tanto la carga superficial neta de la bacteria como la ionizacion del
agente. En general, las formas ionizadas de los agentes disociables pasan mejor a través de
las membranas biolégicas y por lo tanto son mas efectivos. Los agentes anionicos suelen ser
mas efectivos a pH acido; los agentes catidnicos muestran mas eficacia a pH alcalino.

4, Temperatura. Normalmente, al aumentar la temperatura, aumenta la potencia de
los desinfectantes. Para muchos agentes el aumento en 10° C supone duplicar la tasa de
muerte. Por ello, con frecuencia se puede reducir la concentracion de un desinfectante o
esterilizante utilizandolo a una temperatura mayor.

5. Concentracion. A menudo, pero no sucede siempre, cuando mas concentrado este
un agente quimico o mas fuerte sea uno fisico, mas rapidamente se destruiran los
microorganismos. Sin embargo; la eficacia de un agente puede no estar normalmente

relacionada con la concentracion.

1.4 MECANISMOS DE ACCION

En la actualidad se ha obtenido un avance considerable en la comprension de la respuesta de
las bacterias a los bactericidas. La resistencia puede ser una propiedad natural de un organismo
(intrinseca) o conseguida por mutacion, o por la adquisicion de plasmidos (ADN extracromosomico)
0 transposones (cromosomales o integrados en plasmidos), o cassettes de ADN transmisibles. Los

genes de resistencia naturales presentes en plasmidos, se originan como mutaciones puntuales en
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los genes blanco (sitios de accion de los productos de los genes de resistencia) de bacterias
susceptibles y también de genes que les proveen proteccion contra otras bacterias (Frost y col.,

2005).

Existen diversos mecanismos, que son los principales responsables de las complicaciones
actuales en el manejo de las enfermedades infecciosas, y son la razén por la cual un
microorganismo puede crecer en presencia de un antimicrobiano, a pesar de que este se encuentre
en las maximas concentraciones (Russell'y col., 1998). Se han propuesto diversos mecanismos por
medio de los cuales los antisépticos y los desinfectantes ejercen la accion antibactericida
Cualquiera que sea el tipo de células microbianas, es probable que exista una secuencia comun de
eventos, que comienza con una interaccion del antiséptico o desinfectante con la superficie de la
membrana celular del microorganismo, seguida de la penetracion dentro de la célula y luego su
accion sobre un blanco, alterando las funciones normales del microorganismo. El sitio mas

importante de absorcion es la membrana citoplasmaética (Cabrera y col., 2007).

En general, el modo de accion de los antisépticos y los desinfectantes depende de tres
mecanismos bésicos: (1) Capacidad de coagular y precipitar proteinas, (2) Alterar las
caracteristicas de permeabilidad celular y (3) Toxicidad o envenenamiento de los sistemas
enzimaticos de las bacterias. La accidn depende del grupo quimico presente en el compuesto activo
del producto. Los desinfectantes pueden producir la muerte o la inhibicion celular de las bacterias
por oxidacion, por hidrolisis o por inactivacion de enzimas, con pérdida de los constituyentes
celulares, actlan como desnaturalizantes o precipitantes de proteinas, y causan la muerte celular.

Los desinfectantes son mas potentes, mas rapidos y termoestables que los antisépticos (tabla 3).



Tabla 3. Clasificacion de los antisépticos y desinfectantes con respecto a su mecanismo de accion (Tomado

de Vives y col., 2004).

Clasificacion Mecanismos de accién

Oxidacién de componentes bacterianos y precipitacion

Yoduros de proteinas
Halogenados Cloruros Yoduros
Hipoclarito Qe sodio {agua Desnaturalizacion proteica.
lavandina)
Gases Oxido de Etileno Inhibicion irreversible de enzimas celulares
Compuestos de Mercurio:
" Inorganicos:
a .
= Clogizg Od: n’;/l aer?ﬁgno Reaccion con los grupos SH de las proteinas
s Metales pesados Organicos: microbianas, inhibiendo la actividad de los sistemas
S ) o imaticos.
= Timerosal (Merthiolate®) enzimaticos
Compuestos de Plata:
Nitrato de Plata
Oxidantes Peréxido de hidrégeno Produccion de oxigeno molecular por la accion de
-Permanganato de potasio catalasas tisulares
Alcoholes Etanol Desnaturalizacion proteica.
Fenoles Fenol Precipitacién de proteinas
Cresoles bacterianas.
Biguanidas Clorhexidina
§ Aniénicos: Jabones Alteracion de la integridad de la
£ Cationicos membrana, y facilitacion del
S '
g’ Detergentes Anféteros Jabones arrastre mecanico del material
Enzimatico contaminado.
) Formaldehido Desnaturallzauo.n proteica a pH
Aldehidos alcalino.
Glutaraldehido Alguilacion de proteinas a pH alcalino.

141 RESISTENCIA DE LOS MICROORGANISMOS A LOS DESINFECTENTES

La resistencia bacteriana a los biocidas fue descrita en las décadas de 1950 y1960 y ha ido en
aumento. Ciertos biocidas como alcoholes, formaldehidos, biguanidas, yodoforos, aldehidos y
agentes cationicos, como los compuestos de amonio cuaternario (QACs), la clorhexidina y el
triclosan, se han comprometido como posibles causantes de la seleccion y persistencia de cepas
bacterianas con bajo nivel de resistencia a los antibiéticos. El uso generalizado de antisépticos y
desinfectantes genera expectativas sobre la resistencia bacteriana provocada por la presion
ambiental que ejercen los productos ya mencionados, y enfoca el interés hacia la posible

resistencia cruzada con antibiético (Russell, 2002).



Los diferentes tipos de microorganismos varian en sus respuestas a los agentes
antimicrobianos como los antisépticos y los desinfectantes, debido a que presentan diferencias en
cuanto a la estructura celular, composicion y la fisiologia. La susceptibilidad microbiana a estos
agentes antimicrobianos ha sido clasificada en base a estas diferencias y ha sido extendida en
trabajos recientes, debido a que los distintos tipos de microorganismos reaccionan de manera
diferente, y es conveniente considerar a las bacterias, los hongos, los virus y los protozoarios

separadamente (MacDonell y Russell, 1999).

1.4.2 RESISTENCIA INTRINSECA DE LAS BACTERIAS GRAM NEGATIVAS.

La resistencia intrinseca es una propiedad natural de las bacterias, codificada a nivel
cromosomal, que les provee capacidad de resistir a la accion de multiples antimicrobianos, o a
condiciones ambientales adversas. Esta resistencia siempre es transferible a la descendencia por

su naturaleza cromosomica, siendo especifica para cada tipo celular (Russell, 2001).

Los mecanismos de resistencia intrinseca a los antisépticos y los desinfectantes en bacterias,
se ha demostrado que son mediados por la impermiabilidad, el eflujo, por la formacion de
biopeliculas y por la degradacion enzimatica. La formacion de una biopelicula contribuye a la
patogenicidad de determinados microorganismos y la persistencia de las biopeliculas en el cuerpo
humano seria la principal causa de la recurrencia de diversas infecciones (Reisner y col., 2006). Las
biopeliculas pueden estar constituidas por monocultivos o por policultivos de una o varias especies.
Los microorganismos bajo esta condicion tienen otras propiedades fisiologicas y tienden a ser

menos susceptibles a la accion de los antisépticos y los desinfectantes.
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Las bacterias Gram negativas por lo general son mas resistentes a los antisepticos y los
desinfectantes que las bacterias Gram positivas. La membrana externa de las bacterias Gram
negativas actla como una barrera que limita la entrada de varios tipos de agentes antibacterianos.
También existe una via para los agentes cationicos, como los Compuestos de Amonio Cuaternario
(QAC), biguanidas y diamidinas, los cuales dafian la membrana y facilitan su autocaptacion

(McDonell'y Rusell, 1999).

La resistencia intrinseca a los bactericidas se ha demostrado para bacterias Gram negativas,

esporas bacterianas, micobacterias; y bajo ciertas condiciones; en especies del género

Staphylococcus (Cabrera y col., 2007).

Tabla 4. Mecanismos de resistencia intrinseca a desinfectantes y antisépticos.

Tipo de resistencia Ejemplos Mecanismos de resistencia
Impermeabilidad Barrera de la membrana

externa previene la
QACs, triclosan v diaminas mternalizacion de biocidas. El

Bacterias Gram negativas glicocalix puede estar

involucrado
: : Chlorhexidina, QACs La pared celular previene la
Micobacterias . - .
Glutaraldehidos entrada adecuada del biocida

La cubierta v la corteza de las
Bacterias con esporas Clorhexidina, QACs, fenoles esporas provee una barrera
para la entrada de biocidas
El glicocalix y
mucoexpolisacarido pueden
estar asociados con reducida
ditusion de los antiseépticos

Bacterias Gram positivas Clorhexidina

Tomado y modificado de McDonell y Russell, 1999
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1.4.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA ADQUIRIDA

Como se ha reportado para los antibidticos y para los agentes quimioterapéuticos comiunmente
utilizados, la resistencia adquirida a los antisepticos y desinfectantes también surge por mutacion o
por la adquisicion de material genético en forma de plasmidos o transposones. Estas
configuraciones permiten arreglos diversos de genes de resistencia para la mayoria de los
antibioticos y desinfectantes, que luego pueden ser transferidos juntos en un solo evento de

conjugacion (McDonell y Rusell, 1999).

La resistencia adquirida a los biocidas puede ocurrir principalmente por cambio en los genes
que codifican para los blancos celulares o por una sobreexpresion del blanco, producto de
mutaciones que afectan su regulacion, por plasmidos que codifican para bombas de eflujo y/o por

inactivacion enzimatica (Sheldon, 2005).

Los plasmidos y transposones son elementos genéticos moviles que transportan los genes de
resistencia. Los plasmidos son fragmentos de DNA bacteriano con longitud variable, con capacidad
para replicarse independiente del cromosoma bacteriano y utilizando la maquinaria genética que
dispone la célula. Los transposones son secuencias de DNA (doble cadena) que pueden ser
traslocados entre cromosomas o de un cromosoma a un plasmido, o entre plasmidos, debido a un
sistema de recombinacion propio. Esto sumado a la capacidad de los plasmidos de trasladarse de
una célula a otra, por la conjugacion, permite la diseminacion de genes de resistencia entre
bacterias de la misma especie 0 especies distintas, lo que facilita la expansion epidémica de la
resistencia. Algunos plasmidos y transposones poseen elementos génicos denominados integrones
que les permite capturar varios genes exogenos determinando la aparicion de una resistencia a

varios antibidticos (resistencia multiple).
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15 COMPUESTOS DE AMONIO CUATERNARIO (QAC)

Los Compuestos de Amonio Cuaternario (QACs), poseen dos regiones en su estructura
molecular, un hidrocarburo, que es hidrofébico, y la otra region hidrofilica o polar, poseen un atomo
de nitrdgeno unido a 4 sustituyentes alquilicos o arilicos. El nitrdgeno tiene carga positiva que se
mantiene independiente del pH del medio distinguiéndolo asi de los anféteros y sales aminas (Ver
Figura 1) Dependiendo de la carga o la ausencia de ionizacion del grupo hidrofilico, los surfactantes
se clasifican en cationicos, anionicos, y compuestos anfoteros. Los agentes cationicos, como los
compuestos de amonio cuaternario, son los antisépticos y desinfectantes mas utiles (McDonnell y
Rusell, 1999). Estos compuestos contienen por lo menos, una cadena de 8 a 25 atomos de
carbonos, derivada de un &cido graso o de un derivado petroquimico. Ejemplos de este tipo de
compuestos son los siguientes: Catidnicos, como las sales de amonio cuaternario, que tienen
mayor actividad a pH alcalino y ante los cuales los organismos Gram positivos son mas
susceptibles (Figura 1). Ani6nicos: como los jabones Yy los acidos grasos, que presentan mayor
actividad a pH &cido y son eficaces contra los microorganismos Gram positivos. Anféteros: que son

los compuestos que actiian como cationicos o anionicos, segun el pH.

iﬁ
Rz—l}l*—ﬁa X-
R,

Figura 1. Estructura quimica de los Compuestos de Amonio Cuaternario. Tomado de:
http://patentados.com/img/2010/04-descripcion/composicion-quimica-y-usos.1.png
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Se ha conocido a lo largo de los afios que los compuestos QACs son agentes activos sobre las
membranas, es decir, su sitio blanco es, predominantemente la membrana citoplasmatica interna de
las bacterias, 0 la membrana plasmatica en levaduras (McDonnell y Russell, 1999). Estos
compuestos, lesionan la membrana celular debido a que desorganizan la disposicion de las
proteinas y fosfolipidos, por lo que se liberan metabolitos desde la célula, interfiriendo con el

metabolismo energético y el transporte activo.

Estos compuestos se han utilizado para una variedad de propositos clinicos por ejemplo, la
desinfeccion preoperatoria de la piel intacta, la aplicacion en las membranas mucosas, y la
desinfeccion de las superficies inanimadas. Los QAC son generalmente inodoros, incoloros, no
irritantes y desodorizantes. Son desinfectantes de amplio espectro y tienen accion detergente. Los
QAC se inactivan en presencia de jabones, en forma concentrada son muy estables y tienen una
vida 0til muy larga. Los compuestos de amonio cuaternario se absorben a nivel de los grupos
cargados negativamente de las estructuras de la superficie celular. La desorganizacion de la
membrana da lugar a la modificacion de la permeabilidad y una desnaturalizacion de las proteinas
estructurales y las enzimas. El espectro de actividad de estos productos es bastante elevado, son
en general buenos bactericidas, fungicidas y algicidas; pero presentan una baja actividad frente a

virus y esporas (Medina y Valencia, 2008).

Cuando los microorganismos se encuentran expuestos a ciertos agentes cationicos, se ha
propuesto la siguiente secuencias de eventos: (i) la adsorcion y la penetracion del agente
en la pared celular, (ii) la reaccién con la membrana citoplasmatica (lipidos o proteinas), seguido
por la desorganizacion de la membrana, (iii) fuga del material intracelular de bajo peso molecular
(iv) la degradacion de proteinas y acidos nucleicos, y (v) la lisis de la pared causada por las

enzimas autoliticas. Los agentes cationicos reaccionan con los fosfolipidos de la membrana
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citoplasmatica provocando una distorsion de la membrana y la lisis de los protoplastos en

condiciones de estrés osmotico (McDonnell y Russell, 1999).

Hydrophilic domain
Benzalkonium

Phospholipids Protein chloride D

Figura 2. Representacion del mecanismo de accién de compuestos de amonio cuaternario (QAC). Los
segmentos (a-f) muestran la absorcidn progresiva de la cabeza de estos compuestos dentro de los fosfolipidos de
la membrana a medida que se incrementa su concentracion y tiempo de exposicion. Esto conlleva a una
disminucién de la fluidez de la bicapa y crea vacios hidrofilicos en la membrana (d y €). Ocurre la eventual lisis
de la célula y solubilizacion de los fosfolipidos y proteinas dentro de las micelas QAC/ fosfolipidos (f). La
micrograffa muestra la formacién de vesiculas a partir de la membrana externa, causada por el tratamiento con
QAC (tomado y modificado de Gilbert and More, 2005).

1.6 COMPUESTOS CON POLIMETILEN DIUREA

Polimetilen diurea es una base fuerte, que tiene como mecanismos de accion sobre las
bacterias, al ingresar a la célula se produce la disociacion iénica en iones hidroxilos, inhibiendo las

enzimas de la membrana citoplasmatica, produciendo una alteracion quimica de los componentes

organicos y del trasporte de nutrientes, causando el efecto toxico sobre la célula bacteriana. Los
iones hidroxilo actlian como radicales libres altamente oxidantes, que muestran reactividad

marcada e indiscriminada (McDonnell y Russel, 1999).
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El efecto de este agente activo tiene sobre las bacterias se ha sugerido que sea por los

siguientes mecanismos:

» Dafio de la membrana citoplasmatica de la bacteria.

La membrana citoplasmatica posee funciones importantes para la célula como son: Transporte
de solutos, transporte de electrones, excrecion de enzimas y moléculas que participan en la
biosintesis de DNA vy lipidos de la pared. Los iones hidroxilo inducen una peroxidacion lipidica,
dando como resultado la destruccion de los fosfolipidos y de los componentes estructurales de la
membrana celular. Ademas, remueven atomos de hidrogenos de los acidos grasos insaturados, 10
que genera los radicales libres lipidicos. Estos radicales libres reaccionan con el oxigeno, dando
como resultado la formacion de un radical lipidico que remueve otro atomo de hidrogeno de un
segundo &cido graso generando otro peroxido lipidico. Los perdxidos por si mismos actian como
radicales libres iniciando una reaccion en cadena autocatalitica, dando como resultado la pérdida
de los &cidos grasos insaturados y un dafio extenso en la membrana de las células bacterianas

(Hugo y Russell,1999).

> Daflo sobre el DNA

Los iones hidroxilo reaccionan con el DNA bacterial e inducen la separacion de las cadenas. En

consecuencia la replicacion del DNA resulta inhibida y la actividad celular es alterada. La presencia

de estos radicales, puede inducir mutaciones letales.
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> Desnaturalizacion de Proteinas

El metabolismo celular depende de actividades enziméticas dptimas a un pH neutro. La
alcalinizacion que provee el hidréxido produce el rompimiento de las uniones ionicas que mantienen

la estructura terciaria de las proteinas.

1.7 RESISTENCIA A LOS ANTIBOTICOS

Hay géneros de bacterias con resistencia innata a antibioticos especificos, como por ejemplo
Stenotrophomonas maltophilia a los carbapenems. Las bacterias pueden presentar resistencia a
antibioticos como resultado de mutaciones cromosomales o por intercambio de material genético

mediante la adquisicion de genes de resistencia a través de varios mecanismos como:

Transduccion: Transferencia de cualquier parte de un genoma bacteriano, cuando un fago
atemperado (genoma del virus que se encuentra inserto en el ADN bacteriano) durante su fase
de ensamblaje, encapsula este material. Si el fragmento de ADN que queda envuelto es
totalmente bacteriano se denomina transduccion generalizada y si slo se encapsula parte del
genoma bacteriano pero se conserva el genoma viral se habla de transduccion especializada

(Prescott, 1999).

Transformacion: Transferencia de genes de un ADN desnudo de una bacteria previamente

lisada a otra que lo recibe y lo incorpora a su genoma (Prescott, 1999).
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Transposicion: Movimiento de una seccion de ADN (transposon) que puede contener genes
para la resistencia a diferentes antibidticos y otros genes (casete) unidos en conjunto bajo la

expresion de un promotor en particular (Prescott, 1999).

Conjugacion: Transferencia de material genético contenido en plasmidos, de una bacteria a
otra. Estos plasmidos usualmente contienen genes que le confieren resistencia a drogas,

antisépticos y desinfectantes (Prescott, 1999).

Existen diversos mecanismos de resistencia bacteriana, los cuales pueden ser utilizados

mas de uno a la vez por las bacterias:

1. Modificacion enzimatica del antibidtico: las bacterias expresan enzimas capaces de
crear cambios en la estructura del antibiotico haciendo que éste pierda su funcionalidad. Las 3-
Lactamasas son las mas prevalentes. Son proteinas capaces de hidrolizar el anillo R-lactamico
que poseen los antibiéticos de esta familia. De igual forma, las enzimas modificadoras de los
aminoglucdsidos son capaces de modificar estos antibiéticos mediante reacciones de

acetilacion, adenilacion y fosforilacion.

2. Bombas de expulsion: operan tomando el antibidtico del espacio periplasmico y
expulsandolo al exterior, con lo cual evitan que llegue a su sitio de accion. Este mecanismo es

frecuentemente utilizado por las bacterias Gram negativas (Livermore, 1991).

3. Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: las bacterias pueden generar

cambios de la bicapa lipidica y la permeabilidad de la membrana se ve alterada, principalmente,
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por cambios en las porinas. Las porinas son proteinas que forman canales llenos de agua
embebidos en la membrana externa que regulan la entrada de algunos elementos, entre ellos,
los antibidticos. Los cambios en su conformacion pueden llevar a que la membrana externa no

permita el paso de estos agentes al espacio periplasmico (Cavaco y col., 2008)

4, Alteraciones del sitio de accion: las bacterias pueden alterar el sitio donde el antibiotico
se une a la bacteria para interrumpir una funcion vital de ésta. Este mecanismo es,
principalmente, utilizado por las bacterias Gram positivas, las cuales generan cambios
estructurales en los sitios de accion de los antibidticos R-lactamicos a nivel de las proteinas

unidoras de penicilina (Vila y col., 2007).

Figura 3. Principales mecanismos de resistencia a los antibiéticos. 1. Enzimas modificadoras. 2. Bombas de
expulsion. 3. Cierre de porinas. 4. Proteinas unidoras de penicilinas. Proteinas de Union a Penicilina (PUP).
Tomado y modificado de: Tafur y col., 2008
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1.8 Stenotrophomonas malthophilia.

Stenotrophomonas maltophilia, bacteria perteneciente al género Stenotrophomonas, especie
maltophilia, anteriormente conocida como Xanthomonas malthophilia y Pseudomonas maltophilia,
es un bacilo Gram negativo, no fermentador de glucosa, oxidasa negativo, no esporulado, maovil,
aerobio estricto, que se desarrolla en forma rapida en los medios de cultivo utilizados de rutina. Las
colonias son rugosas y de color blanco a amarillento en MacConkey y café verdoso en agar sangre,
generalmente no son hemoliticas y tienen un olor caracteristico a amoniaco. Oxida la maltosa mas
rapido que la glucosa, hidroliza la esculina y descarboxila la lisina. Ademas, es DNAsa y gelatinasa
positivo e hidroliza el almiddn, es urea negativo y crece perfectamente en agar MacConkey. Entre
las pruebas bioquimicas positivas (mas del 85% de los casos) destacan: sintesis de ornitina
descarboxilasa, hidrolisis de la esculina, de la gelatina y del Tween 80. Pese a no ser muy activa
metabdlicamente, S. maltophilia puede metabolizar algunos sustratos inusuales como la
estreptomicina, por lo que ha sido investigada como potencial agente biodegradante. Ha sido
reconocido como agente causal de diversas infecciones nosocomiales. Se ha reportado que
presenta resistencia a mltiples agentes antimicrobianos. S. maltophilia es un patégeno nosocomial
oportunista, perteneciente a la familia Xantomonedaceae, el cual ha sido aislado de muestras

provenientes de humanos, animales, alimentos y varias fuentes ambientales (Anton y col., 2005).

Esta bacteria presenta una longitud entre 0.5 a 1.5 micras, generalmente se encuentra sola o
en pares, presenta motilidad por medio de flagelos localizados en sus polos. En los medios de
cultivo sdlidos las colonias son lisas, con un color que puede variar de blanco a ligeramente
amarillo (Figura 4, figura 5). Es un organismo aerobio obligado, que no crece a una temperatura
inferior a 5 °C, y ni a una temperatura superior de 40 °C, siendo la temperatura optima de

crecimiento 35 °C (Gutiérrez y col., 2007)
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Figura 4. Stenotrophomonas maltophilia. Colonia amarrilla verdoso en MacConkey. Tomado y modificado de
http://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0716-10182006000300009&script=sci_arttext.

Figura 5. Stenotrophomonas malthophilia en medio agar sangre. (Tomado y modificado de
http://www.gefor.4t.com/bacteriologia/stenotrophomonasmaltophilia.html).

Aunque por afos fue considerada como una bacteria de patogenicidad limitada, en afios
recientes, los nuevos reportes indican que las infecciones asociadas a esta bacteria se relacionan
con aumento en la morbilidad y mortalidad, especialmente en pacientes inmunocomprometidos, con
estancia prolongada en el hospital y que han recibido antimicrobianos de amplio espectro (Gutiérrez

y col., 2007).

Una propiedad que posee esta bacteria es la de unirse &vidamente a la superficie de

implementos médicos, como lo son ventiladores mecanicos y catéteres endovasculares. Esta

propiedad de adherirse a objetos inanimados, es conferida por medio de fimbrias, lo que le permite
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formar un “biofilm” o biopelicula, que le concede algun tipo de inmunidad natural contra los medios

de defensa del hospedero y contra los agentes antimicrobianos (Gutiérrez y col., 2007).

Esta bacteria presenta una gran diversidad genomica. Las infecciones provocadas por S.
malthophilia representan un gran problema de Salud Publica debido a su multirresistencia. Esta
resistencia a los antimicrobianos esta asociada fundamentalmente a la presencia de bombas de
eflujo, que impiden que se alcancen concentraciones altas de antimicrobianos en el interior de la
bacteria, ademas de la produccion de enzimas betalactamasas (L1 y L2), que hacen que los
antibioticos betalactamicos y carbapenems carezcan de actividad (Anton y col., 2007). En estas
bacterias, la resistencia a quinolonas es mediada primordialmente por la sobreexpresion de bombas

de eflujo y los bajos niveles de permeabilidad a la membrana (Anton y col., 2007).

Esta caracteristica de multirresistencia involucra una disminucion de la permeabilidad de la
membrana que impide la entrada del antibiético, por lo que hay falta de un sistema de transporte
para ese antibiético, en combinacion con la produccion de enzimas hidroliticas o inactivantes, y

sistema de bombeo activo del antibidtico hacia el exterior de la bacteria.

También se han descrito algunas cepas de S. maltophilia que poseen enzimas modificantes de
los aminoglucosidos como acetil 0 O-nucleotidiltransferasas, entre ellas la AAC(6lz, que inactiva
tobramicina y amikacina, que se ha encontrado en un elevado nimero de cepas de S. maltophilia.
Sin embargo, el principal mecanismo de resistencia que explica la baja actividad de este tipo de
antibiéticos frente a S. maltophilia es la disminucion en la acumulacion de aminoglucésidos en el
interior de la bacteria. Esto puede ser debido a cambios en proteinas de membrana externa o a

nivel de lipopolisacarido (Lopez, 2008).
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Diversos mecanismos le confieren resistencia de alto grado frente a los Betalactamicos,
incluyendo cefalosporinas de tercera generacion y carbapenems, aminoglucésidos, macrélidos y, de
forma variable, a las quinolonas. Igualmente, no son bien conocidos los mecanismos de virulencia
de Stenotrophomonas maltophilia y tampoco se conoce a profundidad su modo de adquisicion, si
bien se asume que la hospitalizacion y la antibioticoterapia de amplio espectro son los factores de
riesgo mas relevantes para la adquisicion de este microorganismo, que también suele afectar a

pacientes debilitados.
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2. ANTECEDENTES

En el siglo XX, el descubrimiento de los antibidticos se convirtid en la solucion a las multiples
enfermedades producidas por agentes infecciosos. La implicacion higiénico-sanitaria y
epidemioldgica que acarrea la existencia de bacterias patdgenas multiresistentes en el medio
hospitalario, tiene gran significacion si consideramos que la circulacion de estos microorganismos
constituye un peligro potencial para la salud, pudiendo ser efectivo el uso de desinfectantes y

antisépticos para su control adecuado (Cabrera y col., 2007).

La resistencia bacteriana a los biocidas fue descrita en las décadas de 1950 y 1960 y ha ido en
aumento. Ciertos biocidas como alcoholes, formaldehidos, biguanidas, yoddforos, aldehidos y
agentes cationicos, como los compuestos de amonio cuaternario (QACs), la clorhexidina y el
triclosan, se han comprometido como posibles causantes de la seleccion y persistencia de cepas
bacterianas con bajo nivel de resistencia a los antibioticos. El uso generalizado de los antisepticos y
los desinfectantes genera expectativas sobre la resistencia bacteriana provocada por la presion
ambiental que ejercen los productos ya mencionados, y enfoca el interés hacia la posible

resistencia cruzada con los antibioticos.

2.1 Antecedentes Internacionales

Los graves problemas en los Centros de Salud asociados a la resistencia bacteriana a los
antibioticos se han agravado por el uso extendido y sin control de los productos desinfectantes, ya
que los microorganismos también han sido capaces de adquirir resistencia para evadir su accion,
reportandose la presencia de aislados bacterianos de origen hospitalario que presentan una

resistencia cruzada a la accion de los desinfectantes y los antibi6ticos. Existen muchos reportes a
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nivel mundial sobre el aislamiento de bacterias con mecanismos que les permiten sobrevivir al

efecto de los agentes desinfectantes. A continuacion se describen algunos de estos trabajos.

Chopra evaluo el papel de los plasmidos en la resistencia codificada en estas moléculas con
incremento en la tolerancia a los antisépticos y los desinfectantes y concluy6 que aparte de ciertos
ejemplos especificos, como algunos metales, los plasmidos no eran los responsables por los altos

niveles de resistencia a antisépticos o desinfectantes de ciertas especies o cepas (Chopra, 1987).

Sutton y Jacoby, reportaron que el plasmido RP1 no alteraba en forma significativa la
resistencia de P. aeruginosa a QAC, clorhexidina, yodo o fenoles clorados, aunque se observd un
aumento en la resistencia a hexaclorofeno. La movilizacion por transformacion de este plasmido
(que codifica resistencia a carbenicilina, tetraciclina, neomicina y kanamicina) en E. coli 6 P.
aeruginosa, no aumento ni la sensibilidad ni la resistencia de estas bacterias a los antisépticos y
desinfectantes. Se han reportado altos niveles de resistencia en aislados bacterianos de hospitales,
aunque no es claro que haya una resistencia mediada por el plasmido, y los autores concluyen que
los altos niveles de tolerancia a clorhexidina y QAC, pueden ser intrinsecos o se pueden haber
generado por mutaciones (Sutton y Jacoby, 1978). Sin embargo, en afios posteriores algunos
autores evidencian la relacion entre la presencia de plasmidos en bacterias con el aumento de la

tolerancia a clorhexidina, QAC, triclosan, asi como a diamidinas (Russell, 1997).

En el afio 2000, fue realizado un estudio por Guimardes y colaboradores, para evaluar la
actividad bactericida de algunos desinfectantes contra aislados bacterianos tanto suceptibles, como
resistentes a antibiéticos, de un hospital de Brasil. Los autores reportaron que todas las cepas
fueron susceptibles a hipoclorito de sodio, glutaraldehido y compuestos de amonio cuaternario. La

susceptibilidad de las cepas que se trataron con fenol y con un compuesto de amonio cuaternario
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era variable. Entre los veintitn aislados multirresistentes a los antibiéticos, once fueron resistentes a
los compuestos de amonio cuaternario y ocho al fenol. Los resultados demostraron la falta de
correlacion entre la susceptibilidad a los antibidticos y la susceptibilidad a los desinfectantes en las

cepas hospitalarias analizadas (Guimares y col., 2000).

En el afio 2000, Rutala, evalué la eficacia de productos naturales como el vinagre, bicarbonato
de sodio y desinfectantes comerciales comunes (Vesphene IISE, TBQ, Clorox, Lysol spray
desinfectante, Lysol Limpiador para la cocina antibacteriano, el Sr. Ultra Clean, etanol), disefiados
para el hogar o uso institucional, frente a los posibles agentes patogenos humanos, entre los que se
incluyeron bacterias resistentes a antibidticos, realizando una prueba de suspension cuantitativa
para evaluar la eficacia de los desinfectantes seleccionados después de tiempos de exposicion de
30 segundos y 5 minutos. Las bacterias evaluadas en este estudio fueron: Staphylococcus aureus,
Salmonella choleraesuis, Escherichia coli 0157: H7, y Pseudomonas aeruginosa. Los
desinfectantes elegidos también se ensayaron contra el virus de la polio, a especies de
Enterococcus, y S. aerus. Como resultados obtuvieron que algunos compuestos demostraron una
excelente actividad antimicrobiana en los tiempos utilizados y una variedad de desinfectantes de
casas comerciales fueron eficaces contra las bacterias evaluadas. Los productos naturales, son
menos eficaces que los desinfectantes de las casas comerciales. Sélo Clorox y el desinfectante

Lysol fueron eficaces contra poliovirus (Rutala, 2000).

En el afio 2003, Tuncay y colaboradores, evaluaron el efecto bactericida de algunos
antisépticos y desinfectantes utilizados en varios hospitales contra bacterias Gram negativa, tales
como: Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, y especies de Enterobacter. El ensayo
cuantitativo de suspension fue utilizado para medir la eficacia antimicrobiana de agentes, tales

como, la clorhexidina y Savlon. En este estudio, se encontro que el gluconato de clorhexidina (4%)
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y Savlon (1:100) fueron eficaces contra todas las cepas de bacterias a los 5 minutos de exposicion

(Tuncay y col., 2003).

En el afio 2006, fue realizado un estudio por Nufiez y Morretton, en el que se evaluo la flora
microbiana de un efluente hospitalario y el perfil de resistencia de la poblacion bacteriana a distintos
desinfectantes. Los desinfectantes evaluados en este estudio son los mas utilizados en el centro de
salud como lo son el glutaraldehido, iodo povidona, y clorhexidina. En la poblacion bacteriana de las
muestras analizadas entre un 2.0 y un 4.3 % resultaron ser resistentes a la clorhexidina. La
resistencia a los demas desinfectantes se observd en aproximadamente el 0.02 % de la poblacion
bacteriana del efluente Las bacterias resistentes fueron identificadas y se evalud su nivel de
resistencia y fueron identificadas como especies de los géneros Pseudomonas, Salmonella,
Shigella y Staphylococcus, microorganismos que en muchos casos son agentes de infecciones

intrahospitalarias (Nufiez y Morretton, 2006).

Se ha demostrado que los desinfectantes y los antisépticos no son selectivos y tienen un
espectro continuo e inespecifico de actividad, y aunque existe un manual de uso de los mismos; en
muchos hospitales no se aplica como es debido. Por esta razén, Rodriguez y colaboradores se
propusieron realizar un estudio en el afio 2006, para determinar la sensibilidad y la resistencia de
cepas bacterianas causantes de infeccion nosocomial en tres hospitales de Ciudad de La Habana,
frente a seis soluciones desinfectantes y antisépticas en uso. Las soluciones utilizadas para
enfrentar a las 137 cepas fueron: Formulacion de formalina alcohdlica, Hibitane acuoso al 2% wiv,
Acido acético al 2% v/v, Hibitane alcohdlico al 0.5% wiv, Alcohol etilico al 86% viv, Formulacion de
alcohol yodado. Los autores reportan que no hubo diferencias significativas entre los tres hospitales

evaluados (Rodriguez y col., 2006).
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Se han hecho estudios en las cuales se midieron las concentraciones minimas inhibitorias
(CIM) que presentan tanto las bacterias Gram positivas como las Gram negativas, y se establecio
que hay diferencias marcadas entre Staphylococcus aureus y Escherichia coli frente a los
compuestos de amonio cuaternario (QAC), hexaclorofeno, diamidinas y triclosan, pero poca
diferencia en la susceptibilidad a la clorhexidina. Pseudomonas aeruginosa es mas resistente a la

mayoria de estos agentes, incluyendo la clorhexidina (Gilbert y McBain, 2003).

Un estudio reciente realizado, por Bataillon y colaboradores, evalud las concentraciones
minimas inhibitorias (CMI) de antibioticos y alkyldimethylbenzylammonium cloruro (ADBAC) y
cloruro de didecildimetilamonio (DDAC), por el método de dilucion en agar, a 153 cepas aisladas de
pacientes con Escherichia coli del Hospital Clinico Universitario de Rennes, ubicado en Francia. Los
resultados de este estudio demuestran una relacion epidemiologica en los aislados clinicos de
Escherichia coli entre los valores de MIC para QACs y la resistencia a los antibioticos (Battaillon y

col., 2011).

2.2 Antecedentes Nacionales

En nuestro pais, como en el resto de América Latina y el mundo, ocurren problemas de
resistencia microbiana. A pesar de esto, los estudios que se han realizado en el ambito nacional,
tradicionalmente se han basado en la caracterizacion de los determinantes de resistencia a los
distintos antibioticos presentes en los aislados bacterianos. Sin embargo son escasos los reportes

sobre el perfil de resistencia contra los biocidas de uso comun en los ambientes hospitalarios.

En Venezuela, la resistencia a los biocidas ha sido un tema muy poco explorado y en particular

existen muy pocos estudios en los que se haya evaluado la resistencia a compuestos de amonio
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cuaternario, como el Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio, a pesar que este compuesto es el
agente activo de la mayoria de los desinfectantes que son utilizados en nuestros hospitales. A nivel
clinico, en el afio 2006, debido a la aparicion en Caracas de varios brotes de infecciones por
micobacterias atipicas en tejido blando y piel tras procedimientos estéticos como la liposuccion,
lipoescultura, y mesoterapia que involucraron de 5 hasta 15 personas, Bello y colaboradores, se
dedicaron a evaluar la actividad sobre las micobacterias; por medio de la Prueba de Suspension
Cuantitativa de la Comunidad Europea; de varios desinfectantes de produccion nacional y que son
usados comunmente en Venezuela en los hospitales y los consultorios para la desinfeccion de
materiales criticos y semicriticos y estan registrados como productos esterilizantes y/o
tuberculicidas. Los desinfectantes evaluados en el estudio fueron, Bromuro de Lauril Dimetil Bencil
amonio, en concentraciones de 10 y 0,16%, 5% Polimetilen diurea, 2% glutaraldehido y 0,55%
orthophthaldialdehido. La actividad micobactericida se evalu6 con las cepas de referencia
Mycobacterium smegmatis ATCC 19420, M. tuberculosis H37Rv. y cepas de M. fortuitum, M.
chelonae y M. abscessus aisladas de muestras clinicas. Los autores reportan que los
desinfectantes que presentan como agente activo el 2% glutaraldehido y 0,55%
orthophthaldialdehido, fueron efectivos frente a todas las micobacterias evaluadas bajo condiciones
utilizadas en este estudio. Para los desinfectantes con agente activo bromuro de lauril dimetil bencil
amonio, en concentraciones de 10 y 0,16% se demostrd una actividad micobactericida y
tuberculicida inadecuada, cuando la actividad es evaluada segun las normas europeas (Bello y col.,

2005).

En el 2011, Ramos y Alonso, del Laboratorio de Biologia de Plasmidos del Instituto de Biologia
Experimental, reportaron la caracterizacion fenotipica de los determinantes de resistencia a agentes
desinfectantes (cuyos agentes activos son QACs), presentes en cepas bacterianas multiresistentes

a los antibioticos de uso frecuente, aisladas de ambientes naturales acuaticos venezolanos.
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Utilizaron la prueba de rapidez de muerte celular para evaluar la resistencia a los desinfectantes de
aislados ambientales y clinicos, y ensayos de conjugacion bacteriana para corroborar la posible
asociacion de los determinantes de resistencia a moléculas plasmidicas. Los autores encontraron
que, de los microorganismos evaluados, los Gram-negativos, como E. coli, resultaron ser los mas
sensibles, mientras que las cepas ambientales presentaron mayores niveles de resistencia en
comparacion con las hospitalarias. Se obtuvieron transconjugantes con niveles de resistencia
semejantes a la cepa donante, sugiriendo que en estos aislados los determinantes de resistencia a
los desinfectantes estan codificados en plasmidos, los cuales se analizaron por su patron de

restriccion (Ramos y Alonso, 2011).

Igualmente en este mismo Laboratorio fueron aisladas bacterias del Servicio de Neonatologia y
de la Unidad de Terapia Intensiva del Hospital Universitario de Caracas. Estos aislamientos se
identificaron como 15 cepas pertenecientes al género Stenotrophomonas, de la especie
maltophilia, de estas cepas, 7 eran provenientes de pacientes con infecciones nosocomiales, 1
aislada del ambiente del Servicio de Neonatologia y 7 del ambiente de la Unidad de Terapia
Intensiva. Estos aislados bacterianos no han sido estudiados en relacion a su capacidad de
resistencia a diversos agentes desinfectantes, que sin lugar a dudas arrojaran resultados muy
importantes para estos organismos que poseen un amplio espectro de resistencia a los antibiéticos,

y el uso efectivo de desinfectantes contribuiria al control sanitario (Chalbaud y Alonso, 2008).

Debido a las propiedades antimicrobianas que poseen estos compuestos, su bajo costo y facil
adquisicion, existe la tendencia mundial al aumento en el uso de estos agentes, incorporandolos en
las medidas de control contra las infecciones de origen bacteriano, ademas de su uso cotidiano y
habitual, lo cual ha conllevado a la seleccion de cepas bacterianas resistentes. Este problema se

puede tornar especialmente critico en la flora bacteriana residente de los Centros de Salud. Entre
30



los microorganismos asociados a infecciones se encuentra S. maltophilia, bacilo ubicuo, pues se
encuentra en el suelo, el agua, los vegetales y los animales, y cuya incidencia de aparicion
nosocomial se esta viendo incrementada. En el medio hospitalario se aisla en el agua procedente
de respiraderos, grifos y sumideros, en desinfectantes, jabones, descontaminantes preoperatorios,
tubos con EDTA, reservorios de humidificadores de oxigenoterapia, catéteres de succion traqueal y
bombas auxiliares cardiopulmonares, y en ocasiones en las manos del personal sanitario. Aparte de
los estudios mencionados, existe muy poco conocimiento sobre el fenotipo de resistencia
bacteriana a los antisépticos y los desinfectantes de uso comun en nuestro pais. En este estudio
nos proponemos evaluar la capacidad de resistencia de aislados clinicos de Stenotrophomonas
maltophilia (Chalbaud y Alonso, 2008), a la accién de desinfectantes cominmente utilizados en
ambientes hospitalarios, con el fin de aportar informacion que contribuya a la busqueda de una
solucion para este problema, ya que Stenotrophomonas maltophilia es uno de los principales

microorganismos causantes de infecciones nosocomiales.
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3. JUSTIFICACION
La limpieza y la desinfeccion, constituyen, junto la esterilizacion, los elementos primarios y
més eficaces para romper o al menos controlar, la cadena epidemioldgica de la infeccion. La
infeccion hospitalaria constituye un tema de extraordinaria actualidad por su frecuencia,
gravedad y repercusion economica. En los centros de salud es donde se hace méas necesario el
uso de los desinfectantes, por esta razdn, es necesario que este impida de forma eficaz y viable

la contaminacion microbiana y mantenga limpia las superficies y los equipos de trabajo.

La atencion hospitalaria requiere de las maximas exigencias de higiene, ya que los
instrumentos médicos, la mala higiene de los mismos y en muchos casos la del personal que
ahi trabaja, son la causa de muchas infecciones intrahospitalarias; ademas del prolongado
periodo de hospitalizacion, el uso indiscriminado de los antibidticos y la demora en la
recuperacion de los pacientes, resulta evidente que la prevalencia y control de las infecciones

intrahospitalarias constituyen una prioridad en la salud publica.

La aparicion de la resistencia bacteriana conlleva al fracaso de tratamientos, y por ende al
uso de antibioticos cada vez méas potentes, y ademas al aumento de consumo de los mismos
buscando sinergismo o diferentes mecanismos de accion, provocando una continua
competencia entre los microorganismos resistentes que infectan al hombre y los antibiéticos

comunmente usados.

Ademas, en Venezuela, son pocos los estudios reportados sobre la resistencia bacteriana a
los antisépticos y desinfectantes de uso comin en centros de salud de nuestro pais, es por ello
que en este estudio nos propusimos evaluar la capacidad de resistencia a los desinfectantes en

aislados de origen hospitalario, en este caso S. maltophilia
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General.

Evaluar la capacidad de resistencia de aislados clinicos de Stenotrophomonas maltophilia a

la accion de diversos desinfectantes cominmente utilizados en ambientes hopitalarios.

4.2. Objetivos Especificos.

o Determinar los fenotipos de resistencia a diferentes agentes desinfectantes en
cepas de Stenotrophomonas maltophilia.

o Determinar las concentraciones minimas inhibitorias de los agentes desinfectantes
en las cepas Stenotrophomonas maltophilia que resultaran resistentes.

o Comparar la capacidad de resistencia al efecto de los desinfectantes en cepas de

Stenotrophomonas maltophilia que sean suceptibles o resistentes a antibidticos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material biolégico.

Con el fin de determinar la resistencia a los desinfectantes que presentan como agente
activo el Bromuro Lauril Dimetil Bencil Amonio, se evaluaron dos productos comerciales uno que
contiene el agente activo QAC en una concentracion del 10% y otro producto que presenta
como agente activo el polimetilen diurea 5% en el otro producto y esta libre de Compuestos de

Amonio Cuaternario.

Los microorganismos utilizados fueron aislados de Stenotrophomonas maltophilia, obtenidos
tanto de ambientes inanimados como de pacientes hospitalizados en el Hospital Clinico

Universitario de Caracas, identificadas en trabajos previos del laboratorio.

En la tabla 5, se sefialan los diferentes aislados bacterianos que seran utilizados.

Tabla 5. Stenotrophomonas maltophilia aisladas del Hospital Clinico Universitario.

AISLADOS ESPECIE BACTERIANA
Sul Stenotrophomonas maltophilia
Su2 Stenotrophomonas maltophilia
SU3 Stenotrophomonas maltophilia
Su4 Stenotrophomonas maltophilia
SU5 Stenotrophomonas maltophilia
SU6 Stenotrophomonas maltophilia
Su7 Stenotrophomonas maltophilia
SN1 Stenotrophomonas maltophilia
SB1 Stenotrophomonas maltophilia
SB2 Stenotrophomonas maltophilia
SB3 Stenotrophomonas maltophilia
SB4 Stenotrophomonas maltophilia
SB5 Stenotrophomonas maltophilia
SB6 Stenotrophomonas maltophilia
SB7 Stenotrophomonas maltophilia

SB= Aisladas de Pacientes. SU= Aisladas del area inanimada de Terapia Intensiva SN; Aislado del servicio de
Neonatologia HUC
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En la tabla 5, se describen los aislados que se utilizaron para la evaluacion de la resistencia
a los desinfectantes, los cuales fueron aislados en el periodo abril 2007 a marzo 2008,
realizandose 1 toma cada 2 meses (Chalbaud, 2008). Los aislados denominados SB fueron
obtenidos de pacientes, y los denominados SU fueron provenientes del area inanimada de
Terapia Intensiva, ambas provenientes del Hospital Clinico Universitario de Caracas. El aislado
SN1 es proveniente de un muestreo en superficies inanimadas del ambiente de la Unidad de
Neonatologia del Hospital Clinico Universitario. La cepa Escherichia coli J62-2 es el control
negativo de este estudio, ya que es sensible a los desinfectantes que se evaluaron en este
ensayo, depositada del Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM # 131).
El aislado SB2, fue utilizado como control positivo, ya que estudios previos han indicado que es

resistente al Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10%

Estos aislados utilizados fueron escogidos de las areas de la Unidad de Terapia Intensiva
(UTI) y del servicio de Neonatologia (SN). La primera se encuentra en el piso 6, ala A, en la que
se alberga a 12 pacientes en un area comun y ademas posee un area de lavado, faena, drogas
y sala de reuniones. El area de Neonatologia se encuentra en el piso 10, ala C del HUC, la cual
incluye la Unidad de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN), que alberga de cuatro a seis pacientes,
la Unidad de Cuidados Intermedios Neonatales (UCIN) en la que se encuentran entre diez y
catorce pacientes, el retén, areas de lavado, faena, oficinas, salas de conferencias y descanso

de personal (Figura 6).

En la figura 6, se muestra las areas Tanto de Unidad de Terapia Intensiva (UTI) y el Servicio
de Neonatologia (SN) de las cuales fueron recolectados los aislados bacterianos de

Stenotrophomonas maltophilia.
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Figura 6. Areas de las cuales fueron recolectadas las muestras. (Tomado y modificado de: Chaulbaud, 2010)

Las zonas en las que se realizd la recoleccion de estas muestras fueron: superficies
inanimadas, manos del personal y cualquier otro punto que se considerd necesario al momento de
la recoleccion de muestras. La escogencia de los lugares especificos de cada servicio, de la cuales
fueron escogidas las muestras, se realizo de manera aleatoria, considerando la dinamica de cada

zona de estudio.
5.2 SOLUCIONES

Las soluciones que se utilizaron para la realizacion de este trabajo se prepararon con
reactivos Grado Biologia Molecular, adquiridos en diversas casa comerciales como Sigma y
Promega. El agua destilada, material de vidrio y material desechable fue esterilizado en
autoclave por 15 min a 120 °C a 15 Ibs de presion. Antes de cada procedimiento, se esterilizo el

ambiente de trabajo, con soluciones como alcohol y cloro al 100%.
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Caldo Luria-Bertani (LB)
Este medio liquido contiene por litro de agua destilada: 10 g de triptona, 5 g de extracto de

levadura, y 5g de cloruro de sodio (Coello y col., 2003).

Agar Luria-Bertani (LB).
Este medio sdlido contiene por litro de agua destilada: 10 g de triptona, 5 g de extracto de
levadura, 5 g de cloruro de sodio, y 15 g de agar (Coello y col., 2003). Luego de preparada, la

solucion se esterilizd en una autoclave a 15 atm de presion a 121°C por 15min.

Caldo Letheen Modificado

Se realizo el cultivo de bacterias en caldo Letheen modificado, con una composicion de 5 g
extracto de carne, 10 g de peptona de carne, 2 g de extracto de levadura, 0,1 g. de bisulfato de
sodio, 0,7 g lecitina de soya, 5 g de cloruro de sodio, en un litro de agua destilada y 5 mL de
polisorbato 80 (Twen 80). Los componentes se llevaran a disolucion completa por ebullicion.

Posteriormente se equilibra a pH y se esteriliza en autoclave a 15 Ib y 120 °C por 15 min.

Para la prueba de rapidez de muerte celular y suspension cuantitativa, los caldos con los
que se trabajo fueron preparados el dia anterior, debido a que no pueden tener mas de 24

horas de crecimiento bacteriano en cultivo.

Agar MacConkey
Este medio sélido contiene por 1 litro de agua destilada 51,5 g de agar MacConkey, de

acuerdo con las indicaciones de la casa comercial.
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Desinfectantes
Se utilizaron dos desinfectantes de uso comin en Venezuela, uno que presenta como
agente activo el Bromuro de Lauril Dimetil Becil Amonio al 10% y el otro producto comercial que

contiene como agente activo el Polimetilen diurea al 5 %.

5.3 CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS BACTERIANOS EN PRESENCIA DE LOS

AGENTES DESINFECTANTES A DIFERENTES CONCENTRACIONES

5.3.1 Prueba de Rapidez de Muerte Celular

El principio basico de este método es que una suspension de un germen es expuesto a la
accion de un desinfectante en un tiempo especifico. Luego de un periodo de incubacion, se
observo si los aislados bacterianos que fueron evaluados, fueron capaces de crecer bajo el
efecto del desinfectante en un tiempo de exposicion determinado. Esta prueba en netamente

cualitativa.

La prueba de Rapidez de Muerte Celular se realizé con bacterias que se encontraban tanto
en fase de crecimiento en estado estacionario (24 horas), como en fase de crecimiento en

estado exponencial (2 horas).

De una colonia previamente aislada, se procedio a inocular con una asa estéril, cada aislado
de estudio, mencionado en la tabla 5, en 2 mL de medio liquido Luria Bertani (LB), durante toda
la noche a 37°C, transcurrido este tiempo y observando el crecimiento de cada aislado, se tom6
una alicuota para procesar (Fase Estacionaria), y también se realizo una dilucion 1/20 de los

cultivos antes mencionados, es decir, se tomaron 100 uL de cada cultivo, en 2 mL de LB y se
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colocd en agitacion a 37 °C, durante un tiempo 2 horas (Fase Exponencial). Ambos cultivos
fueron colocados en contacto con cada uno de los desinfectantes a las diferentes
concentraciones de los mismos. En un tubo eppendorf que contenia 900uL de cada dilucion de
los productos desinfectantes se le adiciond 100 pL de cada aislado bacteriano mostrado en la
Tabla 4, y se permitio un tiempo de exposicion de 2 min. Una alicuota de 100 pL de esta
mezcla se coloco en contacto con 900 L del neutralizante, que permitira finalizar el efecto del
desinfectante, y se incubaron por 24 horas en agitacion a 37 °C, para finalmente observar el
crecimiento bacteriano. Las concentraciones ensayadas para este compuesto fueron con el

desinfectante sin diluir y sin desinfectante (Figura 7).

37°C/24 37°C/2

100 pl aislado

en2mlde LB
T
aislado

aislado

Colonia aislada ' iy f\
Coe

_ 900pl de cada una de las
concentraciones a ensayar de los
desinfectantes (0% y 100%).

—

Medio LB (2mL) .
t=2min '/

p

{ Neutralizante

T=5miny 72
horas

Turbidez

i

37°C/24
horas

Figura 7. Protocolo seguido para la determinacion de la resistencia de los aislados bacterianos por
medio de la Prueba de Rapidez de Muerte Celular
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5.3.2 Prueba de Suspension Cuantitativa.

Con el fin de evaluar la capacidad de resistencia presente en los aislados clinicos se S.
maltophilia, se realizd el crecimiento de los cultivos en presencia de los dos agentes
desinfectantes ensayados: Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10% y el Polimetilen
diurea al 5%, siguiendo la Prueba de Suspension Cuantitativa recomendada por la Association

of Oficial Analytical Chemists (Anonymous, 1997).

El principio basico de este método es que una suspension de un germen es expuesto a la
accion de un desinfectante en un tiempo especifico, para luego ser sembrado en medio solido, y

contar el nimero de células sobrevivientes.

A partir de una colonia previamente aislada, se procedio a inocular con una asa estéril, cada
aislado de estudio, en 2 mL de medio liquido LB, durante toda la noche a 37°C, guardando una
alicuota. Se realizé una dilucion 1/20 de los cultivos diluyendo 100 pL en 2 mL de LB, y se
colocd en agitacion a 37 °C, durante un tiempo 2 horas. Luego de transcurridas las 2 horas, se
precedio a colocarlos en contacto con cada las diluciones de los desinfectantes mezclando en
un tubo eppendorf 900uL de las diferentes concentraciones de desinfectantes con 100 pL de
cada aislado mencionado en la tabla 5, por un tiempo de exposicion de 2 minutos. Se tomé una
alicuota de 100 pL de los aislados que estuvieron en contacto con el desinfectante y se
colocaron con 900 pL del neutralizante, por 5 min, y se sembraron en placas de agar LB
diluciones seriadas hasta 108, Este procedimiento se realiz6 para los aislados provenientes de
crecimiento de toda la noche (Estado Estacionario) y aislados en crecimiento de 2 horas

aproximadamente (Estado Exponencial) (Anonymous, 1997) (Figura 8).
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Con el fin de corroborar si la solucion utilizada como neutralizante es efectiva en la inhibicion
del compuesto activo del desinfectante se realizd un control de neutralizacion, tomando 100 pL
de una suspension bacteriana sensible al efecto de agente, y mezclandolos con 900 pL de
solucion desinfectante, tomando 100 pL de esta mezcla e incubar con 900 UL del neutralizante

y se siembran en placas.

Para determinar si el neutralizante utilizado no afecta la viabilidad de las bacterias se realiz6
un control de toxicidad, mezclando 100 pL de la suspension bacteriana con 900 pL del
neutralizante por 5 min, luego se procedid a sembrar en placas por rastrilleo 30 pL de esta

mezcla y se incubd a 37°C por 24 horas

Neutralizante: es recomendado segun los métodos oficiales de analisis quimicos para
andlisis de desinfectantes cationicos. En el medio de cultivo la peptona, el extracto de carmne y la
lecitina de soya, aportan los nutrientes necesarios para el adecuado crecimiento bacteriano y el
cloruro de sodio mantiene el balance osmético. Este medio de cultivo tiene la capacidad de
neutralizar los desinfectantes, debido a la presencia de lecitina de soya que ademas de aportar
nutrientes al medio de cultivo, actia como agente emulsificante y neutraliza los compuestos

cuaternarios de amonio.

En la figura 8, se muestra el protocolo que se siguio al evaluar la Prueba de Suspension
Cuantitativa, en la determinacion de resistencia bacteriana a los aislados de Stenotrophomonas

maltophilia.
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Figura 8. Protocolo a seguir para la determinacion de la susceptibilidad o resistencia de las cepas
por medio de la Prueba de Suspension Cuantitativa.

5.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

Con esta prueba se determind la minima concentracion de los agentes ensayados que es
capaz de inactivar o inhibir el crecimiento bacteriano. Para la determinacion de las concentraciones
minimas inhibitorias, se trabaj0 con los aislados bacterianos que resultaron resistentes al
desinfectante, utilizando la Prueba de la Dilucion Seriada en placas de Agar-LB, suplementadas con
concentraciones variables y conocidas del desinfectante, las cuales se inocularon con 100 uL de un
cultivo de cada microorganismo crecido toda la noche y a las 2 horas, es decir en las 2 fases de
crecimiento, e incubando a 37 °C durante 18 horas (Figura 9). Como control por cada placa del
desinfectante, se inocularon también placas sin desinfectante y placas con el producto sin diluir

(Andrews, 2001).
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Las concentraciones que se ensayaron en esta prueba fueron de: 0%, 5%, 10%, 20%, 50% y

100%.

100 L aislado de

m : interés
r. _ .
~ Incubar/24 \
ot I st I
f horas/37°C \
: " Sembrar en Placas en diferentes
concentraciones del desinfectante

Colonia aislada

Verificar crecimiento ] <:| [Incuhan’S?"CilShoraS] <y

Figura 9. Protocolo para la determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria de los aislados
evaluados en este estudio.

5.5. Realizacion de Antibiogramas

La susceptibilidad a los agentes antimicrobianos de cada uno de los aislados a estudiar se
realizd mediante el método de difusion de disco (Bauer y col., 1966), siguiendo los lineamientos
propuestos por CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), en este caso para ser
aplicado a S. maltophilia. Este método se basa, en la determinacion de una zona de inhibicién
del crecimiento, que es proporcional a la sensibilidad de la bacteria frente al antibidtico presente
en el disco. Para esto se prepar6 un inoculo de cada cepa en 4,5 ml de solucion salina fisiologica
al 0,85% a 0,5 en escala turbidimetrica de McFarland (1,5 x 108 UFC/ml), a partir de cada cepa

crecida 20 — 24 horas en agar LB. Posteriormente se procedio a impregnar un hisopo estéril, con
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dicha solucion y se disemin6 sobre una placa de agar Mueller Hinton (Oxoid), luego de lo cual,

se colocaron los discos de los antibidticos a analizar y se incubd por 24 ha 37 ° C.

Para la interpretacion de los halos de inhibicion observados para cada antimicrobiano se
siguieron los valores de referencias sefialados en las tablas de CLSI. El procedimiento que se
llevé a cabo en este estudio para la resistencia a los diferentes antibidticos ensayados fue el

mostrado en la figura 10. En la tabla 6 se sefialan los antibidticos utilizados.

Tabla 6. Antibioticos utilizados para la prueba de susceptibilidad a los antibioticos

Antibidtico Abreviatura
Trimetoprin-Sulfametoxazol STX
Levofloxacina LEV

Para estos aislados, en el laboratorio se determino previamente la produccién de B-Lactamasas

de Espectro Extendido (BLEE) (Chalbaud, 2010). Los resultados se muestran en la tabla 20

Diferentes Antibioticos

L
4 A
A Y
[ r;) 4 o
’\f 3 I |

¢
—— 1y [l
= \

Proporcional a la sensibilidad de — \“—/

la bacteria frente al antibiotico
presente en el disco

Transcurridas 18-24 horas
de incubacion los discos
aparecen rodeados por una
zona de inhibicion.

Figura 10. Protocolo para determinar la resistencia a antibioticos de los aislados evaluados en este
estudio de S. maltophilia.
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7. RESULTADOS

7.1 CURVA DE CRECIMIENTO

A los fines de determinar los tiempos de crecimiento de los aislados analizados en este
trabajo, se realizé en primer lugar una curva de crecimiento, para determinar el tiempo necesario

para garantizar que los cultivos se encuentren en fase exponencial o en fase estacionaria de la

curva de crecimiento.

En la figura 11 se muestra la grafica obtenida que muestra el crecimiento bacteriano de estos

aislados y la fase en que se encuentran.

2,5

1,5
=== Crecimiento

Densidad Optica

0’5 J

0 0L:30 02:30 03:30 04:30 05:30 06:30 07:.00 08:00 24:00.
Tiempo (horas)

Figura 11. Representacion Grafica de las fases de crecimiento de los aislados de S. maltophilia.
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En la figura 11, se observa las fases de crecimiento de los aislados de S. maltophilia
evidenciando que a las 2 horas los aislados que se evaluaron en este trabajo se encontraban en el
inicio del estado exponencial, y que a las 24 horas de crecimiento, es equivalente al estado

estacionario.

7.2. CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS BACTERIANOS EN PRESENCIA DE LOS

AGENTES DESINFECTANTES A DIFERENTES CONCENTRACIONES.

7.2.1 Prueba de Rapidez De Muerte Celular

Con la finalidad de determinar la resistencia a los agentes activos de los desinfectantes
utilizados en este estudio, que son de uso comun en nuestro pais, y que se encuentra presente en
los aislados de S. maltophilia provenientes de las diferentes areas y de pacientes del Hospital
Clinico Universitario, se realiz6 el crecimiento de los diferentes aislados bacterianos en presencia
de los dos desinfectantes, los cuales uno de ellos presenta como agente activo el Bromuro de
Lauril Dimetil Bencil Amonio, en una concentracion del 10 % y el otro producto comercial evaluado
presenta como agente activo el Polimetilen diurea al 5%. También se evaluo el efecto de estos
desinfectantes en las diferentes fases de crecimiento tanto en estado Exponencial (2 horas), como
el Estacionario (24 horas), y a distintas diluciones. En las tablas nimero 7 8, 9y 10 se muestran
los resultados obtenidos por medio de la prueba de Rapidez de Muerte Celular con los diferentes
agentes desinfectantes en un tiempo de exposicion de 2 minutos, en las dos fases de crecimiento

evaluadas
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Tabla 7. Capacidad de crecimiento de los aislados de Stenotrophomonas maltophilia en
presencia del producto con el agente activo Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10%.
Se ensayaron cultivos en fase exponencial, con un tiempo de exposicion de 2 min., evaluado

mediante la prueba de Rapidez de Muerte Celular.

Crecimiento en fase exponencial con el agente
;tivo Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10 %

Sin Desinfectante sin
desinfectante diluir (SD)

Sul + +
SU2
SU3
SU4
SU5
SU6
SU7
SN1
SB1
SB2
SB3
SB4
SB5
SB6
SB7
J62-2

Aislados

+ + + + + + + + + + + + + + +
.

Prueba de Rapidez de Muerte Celular con Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10% a las 2 horas de

crecimiento en S. maltophilia. (-)= ausencia de crecimiento. (+)= crecimiento. SU: aislados de distintas superficies
inanimadas del ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva del HUC. SN: aislado de superficies inanimadas del
ambiente del Servicio de Neonatologia del HUC.SB: aislados de pacientes hospitalizados en el HUC. J62-2: E. coli

control negativo (CVCM).

Segun los resultados de la Tabla 7, se pude concluir que 5 (33%) de los 15 aislados
evaluados en fase de crecimiento exponencial, fueron capaces de crecer con el producto sin
diluir (Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio 10%), en un tiempo de exposicion 2 minutos, de
los cuales, tres fueron aislados de distintas superficies inanimadas del ambiente de la Unidad de

Terapia Intensiva del Hospital Universitario Caracas y dos de pacientes hospitalizados en HUC.
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Tabla 8. Capacidad de crecimiento de los aislados de Stenotrophomonas maltophilia en
presencia del producto con el agente activo Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10%.
Se ensayaron cultivos en fase estacionario, con un tiempo de exposicion de 2 min., evaluado
mediante la prueba de Rapidez de Muerte Celular.

Crecimiento en fase estacionaria con el agente activo
Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10 %

Sin

desinfectante 100

Sul + +
SU2
SuU3
Su4
SU5
SU6
Su7
SN1
SB1
SB2
SB3
SB4
SB5
SB6
SB7
J62-2

Aislados

+ + + 4+ 4+ + + + 4+ + + + + 4+ +

Prueba de Rapidez de Muerte Celular con Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10% a las 24 horas de
crecimiento en S. maltophilia. (-)= ausencia de crecimiento. (+)= crecimiento. SU: aislados de distintas superficies
inanimadas del ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva del HUC. SN: aislado de superficies inanimadas del
ambiente del Servicio de Neonatologia del HUC.SB: aislados de pacientes hospitalizados en el HUC. J62-2: E. coli
control negativo

En la tabla 8, se evidencia que 7 (46%) de los aislados evaluados en estado estacionario
fueron capaces de crecer en presencia del producto sin diluir (QAC 10%), en el tiempo de
exposicion de 2 minutos. Cuatro de los aislados son provenientes de distintas superficies
inanimadas del ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva y tres fueron aislados de pacientes

hospitalizados en HUC.
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Tabla 9. Capacidad de crecimiento de los aislados de Stenotrophomonas maltophilia en
presencia del producto con el agente activo Polimetilen diurea al 5%. Se ensayaron cultivos en
fase exponencial, con un tiempo de exposicion de 2 min., evaluado mediante la prueba de Rapidez
de Muerte Celular.

Crecimiento en fase exponencial con el agente activo
Polimetilen diurea al 5%

Sin
desinfectante
SuU1l +

SuU2
SU3
Su4
SuU5
SuU6
SuU7
SN1
SB1
SB2
SB3
SB4
SB5
SB6
SB7
J62-2
Prueba de Rapidez de Muerte Celular con Polimetilen diurea al 5% a las 2 horas de crecimiento en S. maltophilia.
(-)= ausencia de crecimiento. (+)= crecimiento. SU: aislados de distintas superficies inanimadas del ambiente de la
Unidad de Terapia Intensiva del HUC. SN: aislado de superficies inanimadas del ambiente del Servicio de

Neonatologia del HUC.SB: aislados de pacientes hospitalizados en el HUC. J62-2: E. coli control negativo
(CVCM).

Aislados
100

+ 4+ + 4+ + 4+ + o+ + o+ + o+ 4+ o+ o+

Segun los resultados de la Tabla 9, de los 15 aislados evaluados, uno solo fue capaz de crecer
en presencia del producto sin diluir (Polimetilen diurea 5%) con una exposicion de dos minutos,

este es proveniente de pacientes hospitalizados.
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Tabla 10. Capacidad de crecimiento de los aislados de Stenotrophomonas maltophilia
en presencia del producto con el agente activo Polimetilen diurea al 5%. Se ensayaron cultivos
en fase estacionario, con un tiempo de exposicion de 2 min., evaluado mediante la prueba de
Rapidez de Muerte Celular.

Crecimiento en fase estacionaria con el agente activo Polimetilen
Aislados diurea al 5%
Sin
Desinfectante

Sul + +
SuU2
Su3
Su4
SU5
SuU6
SU7
SN1
SB1
SB2
SB3
SB4
SB5
SB6
SB7
J62-2

100

+ + + + + + + + + + + F + + o+

Prueba de Rapidez de Muerte Celular con Polimetilen diurea al 5% a las 24 horas de crecimiento en S. maltophilia.
(-)= ausencia de crecimiento. (+)= crecimiento. SU: aislados de distintas superficies inanimadas del ambiente de la
Unidad de Terapia Intensiva del HUC. SN: aislado de superficies inanimadas del ambiente del Servicio de
Neonatologia del HUC.SB: aislados de pacientes hospitalizados en el HUC. J62-2: E. coli control negativo.

En tabla 10, se evidencia que de los 15 aislados evaluados bajo el efecto de este desinfectante
que presenta como agente activo el Polimetilen diurea al 5%, 3 (25%) aislados en fase estacionaria
de crecimiento fueron capaces de crecer bajo el efecto de este desinfectante, en las que solo 1
(8%) es un aislado proveniente de distintas superficies inanimada del ambiente de la Unidad de

Terapia Intensiva 'y 2 (16,6 %) de pacientes hospitalizados en HUC.

En la figura 12, se muestra una representacion grafica del nimero de aislados de
Stenotrophomonas maltophilia, que fueron capaces de crecer con los desinfectantes sin diluir,
luego de estar en contacto por un tiempo de 2 min. En la gréfica se observa también los resultados
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obtenidos con los aislados en las 2 fases de crecimiento en las que fueron evaluadas la capacidad

de resistencia.

@ Exponencial

O Estacionario

Porcentajes de aislados resistentes (%)

Bromuro de Lauril Dimetil Polimetilen diurea 5%
Bencil Amonio 10%

Desinfectantes

Figura 12. Porcentajes de Stenotrophomonas maltophilia resistentes a los diferentes desinfectantes
ensayados.

En la figura 12, se muestra los procentajes de los aislados que fueron capacez de crecer con los
desinfectantes sin diluir, en los dos estados de crecimientos evaluados en este estudio, evidenciando
que si existe una diferencia de susceptibilidad al considerar la fase de crecimiento en la cual se
encuentran. La figura muestra, que al encontrarse en la fase estacionaria de crecimiento el 47% es
capaz de crecer con el agente activo Bromuro de Lauril Dimetil Amonio al 10 % y el 20 % con el
agente activo Polimetilen diurea al 5%. Sin embargo, cuando se evaluaron en estado exponencial, los
porcentajes fueron menores mostrando que solo el 33% es capaz de crecer con el agente activo

Bromuro de Lauril Dimetil Amonio al 10 %y el 7% con el agente activo Polimetilen diurea al 5%.
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Los aislados que mostraron resistencia fueron:

QAC, en Fase Exponencial: SU1, SU3, SU5, SB2 y SB5.

QAC, en Fase Estacionaria: SU1, SU3, SU5, SU6, SB2, SB4y SB5.
Polimetilen diurea en Fase Exponencial: SB2.

Polimetilen diurea en Fase Estacionaria: SU1, SB2 y SB5.

7.2.2 Prueba de Suspensién Cuantitativa.

Con el fin de cuantificar los resultados de los aislados bacterianos que fueron capaces de
crecer en presencia de los dos desinfectantes ensayados, se realiz6 la prueba de suspension
Cuantitativa, expresando los resultados como crecimiento ¢ ausencia de crecimiento. Los
resultados se muestran en las tablas 11y 12 en donde no se evidencia ningun cambio en cuanto

el orden de magnitud, la dilucion realizada para llevar a cabo esta prueba fue de 10,

Tabla 11. Crecimiento de los aislados Stenotrophomonas maltophilia que fueron capaces
de crecer con el producto comercial, evaluados por medio de la Prueba de Suspension

Cuantitativa con Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10%.

Crecimiento con Bromuro de Lauril Dimetil Bencil

AISLADOS Amonio al 10 %
Exponencial Estacionario
Su1 + +
SuU3 + +
SU5 + +
SU6 +
SB2 + +
SB4 +
SB5 + +

(+)= Crecimiento. (-)= Ausencia de crecimiento.
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Estos resultados mostrados en la tabla 11, evidencia que los aislados evaluados mediante la
prueba de Rapidez de Muerte Celular, si fueron capaces de crecer con el desinfectante sin diluir y
que los valores de UFC se mantuvieron cercanos, no encontrando diferencias en cuanto al orden de
magnitud en aquellas que crecieron en las dos fases de crecimiento. Se evidencié que dos aislados,
como son SU6 y SB4, no fueron capaces de crecer cuando el producto comercial se encuentra sin
diluir y cuando estos aislados se encontraban en fase exponencial de crecimiento.

Tabla 12. Crecimiento de los aislados Stenotrophomonas maltophilia por medio de la
Prueba de Suspension Cuantitativa con Polimetilen diurea al 5%.

Crecimiento Con Polimetilen diurea al 5%

AISLADOS Exponencial Estacionario
SD SD
Su1 - t
SB2 + t
SB5 - t

(+)= Crecimiento. (-)= Ausencia de Crecimiento. (SD)= Desinfectante sin diluir

En la tabla 12 se muestra, aquellos aislados que fueron capaces de crecer con el
desinfectante Polimetilen diurea al 5% cuando se encontraba sin diluir. Solo un aislado fue
capaz de crecer al ensayar con la Prueba de Suspension Cuantitativa, cuando se
encontraba en fase exponencial de crecimiento, corroborando asi los resultados de la
Prueba de Rapidez de Muerte Celular que es una prueba cualitativa. Solo tres aislados
fueron capaces de crecer cuando se encuentra en fase estacionaria de crecimiento. El

orden de magnitud de los valores de UFC se mantuvo similares.
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7.3 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

Con el fin de determinar la minima concentracion de los agentes ensayados que es capaz
de inactivar o inhibir el crecimiento en la bacteria estudiada, se realizé la Determinacion de

Concentracion Minima Inhibitoria para cada aislado.

En la tabla 13, se muestra a que dilucion fue capaz de crecer cada aislado, con el fin de
determinar la concentracidn minima inhibitoria con el desinfectante que presenta como agente
activo Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10%, cuando el cultivo se encuentra es fase

exponencial del crecimiento.

Tabla 13. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de los aislados de
Stenotrophomonas maltophilia en presencia del agente activo Bromuro de Lauril Dimetil
Bencil Amonio 10% en estado exponencial de crecimiento.

Crecimiento en fase exponencial a diferentes diluciones del agente activo
Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10 %

5 10 20 50 100

+ + +

Aislados .
Sin

desinfectante

Sul +
SuU2
SU3
SU4
SuU5
SuU6
SuU7
SN1
SB1
SB2
SB3
SB4
SB5
SB6
SB7
J62-2

+ + 4+ + + + +
:
:

+ + + + + + + + + + + + + + +
+ + + + 4+ +
'
'

+ 4+ + + + + + + + + + + + + +

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria con Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10% en S.
maltophilia. (-)= ausencia de crecimiento. (+)= crecimiento. SU: aislados de distintas superficies inanimadas del
ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva del HUC. SN: aislado de superficies inanimadas del ambiente del Servicio
de Neonatologia del HUC.SB: aislados de pacientes hospitalizados en el HUC. J62-2: E. coli control negativo
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Los resultados de la Tabla 13, corroboran que 5 (33%) de los 15 aislados evaluados en fase
de crecimiento exponencial, fueron capaces de crecer con el producto sin diluir (Bromuro de
Lauril Dimetil Bencil Amonio 10%), en un tiempo de exposicion 2 minutos. Entre estos aislados
que mostraron ser resistente al desinfectante al 100% (10% QAC), tres (20%) fueron aislados de
distintas superficies inanimadas del ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva y dos (13%) de
pacientes hospitalizados en HUC. Al observar las demas diluciones realizadas, se aprecia que
de los aislados evaluados solo dos (13%) de los aislados fueron capaces de crecer solamente
hasta una dilucion del 50% del producto comercial (5% QAC), seis (40%) hasta una dilucion del

10% (1% QAC) y los dos (13%) restantes crecieron solo en una dilucion del 5% (0,5% QAC).

En la tabla 14, se muestran los resultados obtenidos de aquellos aislados que fueron
capaces de crecer a distintas diluciones del desinfectante con agente activo Bromuro Lauril
Dimetil Bencil Amonio al 10%, pero cuando los cultivos se encontraban en fase estacionaria de

crecimiento.
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Tabla 14. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria de los aislados de
Stenotrophomonas maltophilia en presencia del agente activo Bromuro de Lauril Dimetil
Bencil Amonio 10% en estado estacionario de crecimiento.

Crecimiento en fase estacionaria a diferentes diluciones del agente activo
Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10 %

Aislados S
desinfectante 5 10 20 50 100

su1 . N . " - -
SU2 s . .
su3 s . . N . .
su4 + . .
SuU5 + " + + . .
SuU6 + " + + N .
SuU7 + " + +
SN1 + " +
SB1 " . . N
SB2 s . . N . .
SB3 ¥ s + .
sB4 + . . N . .
SB5 + " + + N .
SB6 + " + +
SB7 + +
J62-2 +

Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria con Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10% en S.
maltophilia. (-)= ausencia de crecimiento. (+)= crecimiento. SU: aislados de distintas superficies inanimadas del

ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva del HUC. SN: aislado de superficies inanimadas del ambiente del Servicio

de Neonatologia del HUC.SB: aislados de pacientes hospitalizados en el HUC. J62-2: E. coli control negativo

En la tabla 14, se corrobora que 7 (47%) de los aislados evaluados en estado estacionario
fueron capaces de crecer en presencia del producto sin diluir (QAC 10%) desinfectante en el
tiempo de exposicion de 2 minutos. De estos siete aislados que mostraron resistencia al
desinfectante sin diluir, solo cuatro (27%) de los aislados son provenientes de distintas
superficies inanimadas del ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva y tres (20%) fueron
aislados de pacientes hospitalizados en HUC. En esta tabla también se muestra los resultados
de las otras diluciones de desinfectantes que fueron evaluadas en este estudio y se observo que
cuatro (27%) de los aislados fueron capaces de crecer hasta una hasta una dilucion del 20%

(2% QAC), tres (20%) hasta una dilucion del 10% (1% QAC) y uno (7%) restantes crecieron en
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una dilucion del 5% (0,5% QAC). Segun estos resultados todos los aislados de S. maltophilia
evaluados en la fase estacionaria de crecimiento son capaces de resistir el efecto de los

compuestos QAC a concentraciones de 0,5% con un tiempo de exposicion de dos minutos.

En la tabla 15, se muestran los resultados obtenidos de los aislados que fueron capaces de
crecer a las diferentes diluciones del desinfectante con agente activo Polimetilen diurea al 5%,
cuando se encontraban en estado exponencial de crecimiento, de manera de determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria de cada aislado.

Tabla 15. Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria de los aislados de

Stenotrophomonas maltophilia en presencia del agente activo Polimetilen diurea al 5%
estado exponencial de crecimiento.

Crecimiento en fase exponencial a diferentes diluciones del agente
activo Polimetilen diurea al 5%

Aislados sin
desinfectante 5 10 20 50 100

SuUl + + + n n
SU2 + i} ) ) )
SU3 + + + 4 )
SU4 + - - . B
SuU5 + + + + )
SU6 + + + 4 )
SuU7 + + i ) )
SN1 + B i ) )
SB1 + + i ) )
SB2 + + + + + s
SB3 + ) i ) )
SB4 + + + + i
SB5 + + ¥ + +
SB6 + i} ) ) )
SB7 + i} ) ) )

J62-2 + ) i ) )

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria con polimetilen diurea al 5% en S. maltophilia. (-)= ausencia
de crecimiento. (+)= crecimiento. SU: aislados de distintas superficies inanimadas del ambiente de la Unidad de
Terapia Intensiva del HUC. SN: aislado de superficies inanimadas del ambiente del Servicio de Neonatologia del

HUC.SB: aislados de pacientes hospitalizados en el HUC. J62-2: E. coli control negativo
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Segun los resultados de la Tabla 15, se corrobord que de los 15 aislados evaluados, uno solo

fue capaz de crecer en presencia del producto sin diluir (Polimetilen diurea 5%) con un tiempo de

exposicion de dos minutos, y este es proveniente de pacientes hospitalizados. Dos (13%) de los

aislados crecieron hasta una dilucion del 50% del producto comercial (2,5% Polimetilen diurea),

cuatro (27%) hasta una dilucion del 20% (1% Polimetilen diurea), y solo dos fueron capaces de

crecer en una dilucion del 5% (0,25% Polimetilen diurea) inicamente.

En la tabla 16, se muestran los resultados obtenidos al determinar la Concentracién Minima

Inhibitoria con el desinfectante Polimetilen diurea al 5% en los aislados bacterianos de S.

maltophilia, cuando estos se encontraban en fase estacionaria de crecimiento.

Tabla 16. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de los aislados de
Stenotrophomonas maltophilia en presencia del agente activo Polimetilen diurea al 5%

estado estacionario de crecimiento

Aislados

Su1
SU2
SU3
Su4
SU5
SU6
SU7
SN1
SB1
SB2
SB3
SB4
SB5
SB6
SB7
J62-2

Sin
Desinfectante

+

+ + 4+ + + + + + + + + + + + +

+ + o+ o+ o+ o+

+ + + +

10

+

+

50

+ +

Crecimiento en fase estacionaria a diferentes diluciones del agente activo
Polimetilen diurea al 5%

20

100

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria con Polimetilen diurea al 5% en aislados de S. maltophilia.
(-)= ausencia de crecimiento. (+)= crecimiento. SU: aislados de distintas superficies inanimadas del ambiente de la
Unidad de Terapia Intensiva del HUC. SN: aislado de superficies inanimadas del ambiente del Servicio de
Neonatologia del HUC.SB: aislados de pacientes hospitalizados en el HUC. J62-2: E. coli control negativo
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En tabla 16, se corrobora que de los 15 aislados evaluados bajo el efecto de este desinfectante
que presenta como agente activo el Polimetilen diurea al 5%, solo 3 (20%) fueron capaces de
crecer bajo el efecto de este desinfectante, entre que 1 (7%) es un aislado proveniente de distintas
superficies inanimadas del ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva y 2 (13 %) de pacientes
hospitalizados en HUC. Sin embargo, se encuentran diferencias con respecto a los otros aislados
evaluados en los que se puede observar que 4 (27%) aislados fueron capaces de crecer hasta el
50% (2,5 % Polimetilen diurea al 5%) del desinfectante, 2 (13%) hasta el 10% (0,5% Polimetilen

diurea) y solo dos (13%) aislado hasta el 5% (0,25% Polimetilen diurea al 5%).

De los 15 aislados evaluados de S. maltophilia, 3 en estado estacionario y 1 en estado
exponencial fueron capaces de crecer en presencia del desinfectante polimetilen diurea al 5 %,
el resto de los aislados resultaron ser sensibles al 100% del desinfectante comercial. Estos
resultados nos permiten sugerir que este producto, es el desinfectante mas eficaz en la
eliminacion de las bacterias evaluadas en este estudio, en comparacion del otro desinfectante

ensayado que contiene QAC.

En la tabla 17, se muestra un resumen de los datos mostrados anteriormente, en la que se

precisa hasta que dilucion fue capaz de crecer cada aislado con respecto a cada desinfectante

ensayado.
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Tabla 17. Diluciones a las que los aislados fueron capaces de resistir cuando se
encontraban en presencia de los desinfectantes ensayados en este estudio

Aislados Estacionario Exponencial

D1 D2 D1 D2
Sul SD SD SD 1:2
SuU2 1:10 - 1:10
SU3 SD 1:2 SD 1.5
Su4 1:10 1:20 1:10
SU5 SD 1:2 SD 15
SU6 SD 1:2 1:2 1.5
Su7 15 1:10 1:10 1:20
SB1 15 1:10 1:10 1:20
SB2 SD SD SD SD
SB3 15 1:20 1:10
SB4 SD 1:2 1:2 1.5
SB5 SD SD SD 12
SB6 15 - 1:10
SB7 1:20 - 1:20
SN1 1:10 - 1:20

D1= Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10%. D2= Polimetilen diurea al 5 %. SD= Sin diluir. (-)= Ausencia de
crecimiento.

En las figuras 13 y 14, se muestra la representacion gréafica de la resistencia de cada aislado
con respecto a las diluciones a las cuales estos aislados fueron capaces de crecer en presencia de
los dos desinfectantes evaluados en este trabajo y cuando se encontraban en fase estacionaria y

exponencial crecimiento.

100 S =3 = = — = ==

80 1] ] B
g - ] ~ OBromuro de lauril
'% 60 Dimetil Bencil
= = | " Amonio 10%
[J] . . I
§ 40 1 O Polimetilen diurea
& al 5%

20 A 1 —DD _D i _—D

SU1 SU2 SU3 SU4 SU5 SU6 SU7 SB1 SB2 SB3 SB4 SB5 SB6 SB7 SN1

Aislados

Figura 13. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de cada uno de los aislados bajo la presencia
de los dos desinfectantes, cuando se encontraban en fase estacionaria.
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Aislados

Figura 14. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria de cada uno de los aislados bajo la
presencia de los dos desinfectantes, cuando se encontraban en fase exponencial

7.4 Resistencia a Antibioticos

Con el fin de corroborar si los aislados que se utilizaron en este estudio son resistentes a
algunos antibidticos ademas de los desinfectantes, se realizaron antibiogramas que nos
permitieron evaluar los perfiles de resistencia de Stenotrophomonas maltophilia. Los perfiles de
resistencia obtenidos para los antibidticos ensayados en este estudio para este género

bacteriano se muestran en la tabla 18.

En la tabla 18 se muestran, los fenotipos de resistencia de los aislados evaluados en esta

trabajo a los antibioticos.
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Tabla 18. Fenotipo de resistencia de Stenotrophomonas maltophilia a los antibioticos
ensayados

. LEV STX
Aislado RIS RIS
SB1 S S
SB2 S S
SB3 S S
SB4 S S
SB5 S S
SB6 S S
SB7 S S
Su1l S S
SuU2 S S
Su3 S R
Su4 S S
SU5 S S
SU6 S S
Su7 S S
SN1 S S

LEV: levofloxacina. STX: Trimetoprim-sulfametoxazol. R: resistente, S: sensible

En las tabla 18, se puede observar que a diferencia de las deméas muestras pertenecientes
a la especie de Stenotrophomonas maltophilia, entre las muestras ambientales colectas de la
UTI, un solo aislado de la muestra colectado del mesdn del area de lavado (SU3, subrayado

en la Tabla 18), mostré ser resistente a STX.

Datos previos del laboratorio determinaron la presencia de [B-Lactamasas de espectro
extendido en los aislados que se evaluaron en este trabajo. En la tabla 19, se muestran, los
resultados de las pruebas fenotipicas de los aislados de S.maltophilia, positivos para BLEE, en

los que se observd que el 80% resulto ser positivo para BLEE.
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Tabla 19. Aislados de S.maltophilia positivos para la presencia de BLEE.

Pacientes Aislados Ambiente de SN Ambiente de UTI

SB1 SN1 SuU2
SB2 SuU4
SB3 SUs
SB4 SU6
SB5 SuU7
SB6

SB7

En la tabla 20, se muestra un resumen de los resultados obtenidos para todas las pruebas
realizadas en este trabajo, mostrando los aislados que fueron resistentes a cada desinfectante, en
cada fase de crecimiento y los antibidticos que fueron evaluados. Se sefialan las concentraciones

(expuestas en porcentaje) de cada agente activo.

Tabla 20. Resumen de los resultados de las pruebas a los aislados S. maltophilia.

D1 D2 D1 D2 Antibiético
Aislados Exponencial Estacionario BLEE
STX
Su1 10% 2,5% 10% 5% S -
Su2 1% NC 1% NC S +
SU3 10% 1% 10% 2,5% R -
Su4 1% NC 1% 0,25% S +
SU5 10% 1% 10% 2,5% S +
SU6 5% 1% 10% 2,5% S +
Su7 1% 0,25% 2% 0,5% S +
SN1 0,5% NC 0,5% NC S +
SB1 1% 0,25% 2% 0,5% S +
SB2 10% 5% 10% 5% S +
SB3 1% NC 2% 0.25% S +
SB4 5% 1% 10% 2,5% S +
SB5 10% 2,5% 10% 5% S +
SB6 1% NC 2% NC S +
SB7 0,5% NC 0,5% NC S +

Se expresa la concentracion del agente activo en los productos desinfectantes. D1: Bromuro de
Lauril Dimetil Bencil Amonio 10% D2: Polimetilen diurea al 5%. S: Sensibles. R: Resistente. (+):
Presencia de BLEE. (-): Ausencia de BLEE. NC: No crecimiento
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8. DISCUSION

La resistencia de los microorganismos a mdltiples sustancias es un problema de salud publica
observado a nivel mundial, en especial después de la aparicion y uso masivo de los antibioticos. La
causa de este problema ha sido, y todavia es, el inapropiado y excesivo uso de los antibioticos. Del
mismo modo, se ha incrementado el uso de otros agentes antimicrobianos como los biocidas, que
incluyen a los antisépticos y a los desinfectantes. La infeccion nosocomial o infeccion
intrahospitalaria (que aparece después de 72 horas del ingreso del paciente al centro de salud),
representa un problema relevante de salud publica de gran trascendencia econdmica y social,
ademas de constituir un desafio para las instituciones de salud y el personal médico responsable de
su atencién en las unidades donde se llegan a presentar. Son de importancia clinica y

epidemioldgica debido a que condicionan altas tasas de morbilidad y mortalidad de la poblacion.

Entre los factores que favorecen la colonizacion bacteriana en el hombre se destacan: el estado
fisico del individuo, la edad, la estancia hospitalaria y la administracion de antimicrobianos. También
existen otros factores propios del ambiente hospitalario, que deberian ser mas féciles de controlar,
tales como desinfeccion de las areas de hospitalizacion, de catéter e instrumentos, limpieza de

vestimenta y manos del personal (Guzman, 2006).

Son muy pocos los estudios realizados en Venezuela para evaluar la resistencia que pueden
presentar estos microorganismos a los diversos antimicrobianos utilizados cominmente, como son:
los antibioticos y los biocidas. Sin embargo en afios recientes se han visto incrementados estos
estudios, debido al abuso y uso de estos antimicrobianos, que han conllevado a la seleccion de
cepas resistentes, ocasionando que esta resistencia pueda ser transferida por diversos
mecanismos a la descendencia. Estos mecanismos son los responsables de las complicaciones

actuales en el manejo de las enfermedades infecciosas y son una razén por la cual estos
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microorganismos pueden crecer en presencia de un antimicrobiano, a pesar de que este se

encuentre en las maximas concentraciones (Russell y col., 1998).

Stenotrophomonas maltophilia, es un patdgeno emergente importante, especialmente en las
areas de cuidado intensivo, debido a su potencial de causar dificultades en el tratamiento de
infecciones nosocomiales, su tasa de aislamiento de pacientes ha aumentado y las infecciones que
causa son en la actualidad dificiles de tratar, ya que presentan resistencia intrinseca a muchos

antibioticos de amplio espectro (Barchitta y col., 2009)

8.1 CURVA DE CRECIMIENTO

Con el fin de evaluar el tiempo requerido por los aislados analizados para alcanzar la fase
exponencial y la fase estacionaria de crecimiento, se realizd una curva de crecimiento (figura 11),
en la cual se evidencia que las bacterias a las 2 horas se encontraban en el inicio de la fase
exponencial y que a las 24 horas se encontraban en fase estacionaria de crecimiento. Estos

tiempos fueron tomados para los experimentos posteriores.

La curva normal de crecimiento bacteriano presenta 4 fases: 1) fase de transicion o “lag”, 2)
fase logaritmica o exponencial, 3) fase de transicion y 4) fase estacionaria. La fase “lag” representa
el tiempo necesario para reiniciar el ciclo celular después de un periodo de ayuno nutrimental. Un
cultivo bacteriano generalmente se inicia al inocular el medio de cultivo con un numero pequefio de
bacterias en fase estacionaria. En los primeros minutos posteriores al inicio del cultivo, se recupera
el nivel normal de tension helicoidal del DNA e incrementa la expresion de los genes importantes
para el crecimiento (Reyes y col., 2003). Posteriormente, se reinicia la replicacion del cromosoma y
se presenta la primera division de la mayoria de las células, comenzando asi la fase exponencial,

que representa el periodo en el que hay suficientes nutrimentos; las bacterias recuperan el ciclo
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celular e incrementan su namero exponencialmente (Garcia y col., 1987). La fase de transicion, o
de crecimiento no balanceado, se inicia cuando disminuyen los nutrimentos. En esta transicion
cambia la pendiente de la curva de crecimiento exponencial y disminuye la velocidad de sintesis de
macromoléculas. La disminucion de la sintesis de DNA y proteinas no es sincronica, lo que
ocasiona un incremento en la relacion DNA/proteina. Por otra parte, la division celular continta a
una velocidad similar a la de la fase exponencial, lo que genera células de menor tamafio.
Finalmente, cuando los nutrientes se agotan, las células entran a la fase estacionaria. El inicio de
esta fase se define operacionalmente como el momento en el que el nimero de células en el cultivo
no varia. En estos cultivos la fase exponencial representa el periodo de rapida division celular o de
crecimiento balanceado, mientras que la fase estacionaria representa el periodo de crecimiento
nulo. Las bacterias que no esporulan en respuesta al ayuno nutrimental, presentan cambios
morfoldgicos y fisiologicos importantes al ingresar a la fase estacionaria (Nystrém, 2004). Entre
estos cambios se encuentran modificaciones del metabolismo bacteriano y los cambios en la
estructura de la envoltura celular. Estos cambios no representan un estadio final con suspension
total del metabolismo, como en la esporulacion, sino un estadio dinamico en el que se mantiene un
metabolismo basal aun después de semanas en ayuno (Hengge, 2000). Esta condicion se logra
mediante la expresion oportuna de genes que se organizan en redes de regulacion. La respuesta
genética al estrés nutrimental varia en relacion al tiempo que tienen las células en fase estacionaria,
la oxigenacion, el pH, la temperatura y el primer nutriente que se agota (fuente de carbono,

nitrégeno o fosfato), entre otros factores.
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8.2 CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS BACTERIANOS EN PRESENCIA DE LOS AGENTES

DESINFECTANTES A DIFERENTES CONCENTRACIONES.

Los bacilos Gram negativos han surgido como los principales patdgenos nosocomiales,
convirtiéndose en los responsables de los brotes epidemioldgicos en los ambientes hospitalarios, a
pesar de la implementacion de estrategias especificas para su control (Matrd y col., 2003). Los
hospitales sirven como reservorio de estos patdgenos nosocomiales, seleccionando
multirresistencia, la cual surge como consecuencia del uso inadecuado de los antimicrobianos. Es
por ello que en este trabajo se evalud la capacidad de resistencia de S. maltophilia, ya que se
encuentra entre los tres patdgenos aislados con mayor frecuencia en los centros hospitalarios. Para
fines comparativos se realizd el crecimiento de los cultivos en presencia de dos desinfectantes
comerciales de uso comdn en hospitales y centros de salud, perteneciendo uno a la familia de los
QACs y cuyo agente activo es el Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio, en una concentracion del
10% y un segundo desinfectante cuyo agente activo es Polimetilen diurea 5%, libre de compuestos
cuaternarios de amonio, que ha demostrado ser altamente eficiente contra organismos Gram

negativos.

Los resultados demuestran que de los 15 aislados evaluados de S. maltophilia, el 47% resulto
ser resistente a la accion del agente desinfectante con QAC al 10%. El 20% de los aislados
bacterianos son resistentes a ambos agentes antimicrobianos ensayados. Es importante destacar
que de los 7 aislados que son capaces de crecer con QAC al 10%, 3 aislados también son capaces
de crecer con el desinfectante libre de compuestos cuaternarios de amonio (figuras 13 y 14). Los
resultados mostraron diferencias, cuando se evaluaron los aislados en estado exponencial de
crecimiento, mostrando mayor sensibilidad a los desinfectantes cuando se encontraban en esta

fase de crecimiento.
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Cuando la célula bacteriana alcanza la fase estacionaria de crecimiento, en la bacteria ocurren
cambios dramaticos en la estructura y fisiologia de las mismas, ya que en esta fase disminuye el
volumen celular y las bacterias se redondean, disminuye la tasa global de sintesis de DNA, RNA y
proteinas, aumenta la degradacion de proteinas, se reorganiza el metabolismo general y se
acumulan compuestos de reserva (polifosfato y glucogeno) y osmoproteccion (Nystrom, 2004). En
la fase estacionaria disminuye la expresion de la mayoria de los genes necesarios para el
crecimiento exponencial y aumenta la de genes relacionados con funciones que aseguran la
viabilidad celular durante la inanicion. Los cambios en el metabolismo general, el aumento de los
compuestos de reserva y de osmoproteccion, la remodelacion de la envoltura celular y la expresion
diferencial de genes contribuyen a que las células en fase estacionaria mantengan la viabilidad y
muestren mayor resistencia a diversos factores de estrés, como por ejemplo la radiacién
ultravioleta, desinfectantes, calor, antibiéticos y concentraciones salinas elevadas. Estos datos
sugieren que las bacterias que no esporulan, en respuesta al ayuno, presentan una diferenciacion

celular con algunas caracteristicas similares a la esporulacion (Ishihama, 2000).

En resumen, durante la fase estacionaria los cambios en la expresion genética implican una
reorganizacion metabdlica profunda. Mediante esta reorganizacion se mantiene la integridad celular
y la de las principales macromoléculas, provocando un aumento en la resistencia celular a
diferentes agentes nocivos fisicos y quimicos. Todo lo antes expuesto, da soporte a los resultados
obtenidos en las células bacterianas evaluadas en este trabajo, que resultaron ser mas resistentes
cuando fueron evaluadas en la fase estacionaria de crecimiento, que cuando se evalud la

resistencia en la fase exponencial.

La resistencia que presentan estos microorganismos a los desinfectantes evaluados, puede

deberse a diversos mecanismos que aumentan la expresion cuando la bacteria se encuentre en
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fase estacionaria, pero que también se expresa en fase exponencial de crecimiento. Uno de los
mecanismos mas usados por los microorganismos para lograr esta resistencia, es la disminucion de
la acumulacion del agente activo dentro del interior celular, y esto lo logran regulando el flujo del

paso de este agente a través de la pared celular, 0 aumentando su expulsion.

La pared celular en bacterias Gram-negativas se compone de una membrana interna y
proteinas asociadas al eflujo, el peptidoglicano, y una envoltura externa compuesta de dos capas.
La membrana exterior tiene los canales de porinas, hidrofilicos, que regulan el pasaje de solutos y
es el principal obstaculo para la penetracion de los agentes hidrofilicos (Denyer y Maillard, 2002). El
componente lipopolisacarido es responsable de la impermeabilidad de la membrana externa, y las
alteraciones de este componente permiten mejorar la penetracion de los biocidas (McDonnell y
Russell, 1999). Ademas, los cambios en la membrana externa afectan el tamafio de los canales de
porinas o alteran la expresion de las porinas, resultando en una menor susceptibilidad a los

biocidas utilizados (Denyer y Maillard, 2002)

8.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

La accién de los biocidas es distinta segun el tipo de microorganismo, debido a sus distintas
caracteristicas. Tanto la composicion quimica como su estructura, fisiologia, replicacion y
metabolismo. Tipicamente, los biocidas actuan sobre mdltiples puntos o dianas; al afectar a
diversos componentes, es muy dificil distinguir entre los efectos primarios y secundarios que

provocan y que contribuyen a la muerte o la destruccion de los microorganismos.

La accion que ejerce polimetilen diurea sobre las bacterias es debida a la disociacion idnica en

iones hidroxilo, inhibiendo las enzimas de la membrana citoplasmatica, produciendo una alteracion
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quimica de los componentes organicos y en el transporte de nutrientes, causando un efecto toxico
sobre la célula bacteriana. Los iones hidroxilo son radicales libres altamente oxidantes que

muestran una reactividad marcada e indiscriminada (McDonnell y Russell, 1999).

La membrana externa de las bacterias Gram negativas actia como una barrera que limita la
entrada de varios tipos de agentes antibacterianos sin relacion quimica. Las moléculas hidrofilicas
de bajo peso molecular pasan facimente a través de las porinas, en cambio las moléculas
hidrofobicas se difunden a través de la bicapa de la membrana. Ademas de las vias antes descritas
se ha propuesto una tercera via para agentes cationicos como los QAC, biguanidas y diamidinas,
los cuales dafian la membrana y facilitan su autocaptacion (Hancock, 1984). Un ejemplo claro de
resistencia mediada por la membrana externa es el caso de P. aeruginosa que presenta diferencias
en la composicion del lipopolisacéarido (LPS) y el contenido de cationes, como el magnesio, que
produce enlaces estables entre moléculas de LPS y como complemento a este mecanismo, esta
bacteria presenta porinas pequefias que impiden el paso por difusion de ciertas sustancias (Cox y
col., 1991), y es por esto que algunas cepas que son muy resistentes a clorhexidina, QAC, EDTA 'y
diamidinas se han aislado de muestras clinicas. La presencia de un LPS menos &cido en la

membrana externa puede ser un factor que contribuye a la resistencia intrinseca.

En la estructura de los compuestos cuaternarios de amonio Se encuentra un grupo
hidrofilico altamente ionizable, que probablemente enfrenta este impedimento de las porinas
modificadas para poder penetrar dentro de las membranas de estas bacterias y producir la
ruptura de la misma, aunque los liposacaridos también son responsables por la impermiabilidad
de la membrana externa, debido a que generan una barrera para el paso de sustancias
hidrofobicas, no favoreciendo la entrada de los QAC que presentan largas cadenas hidrofobicas.

Estos mecanismos son propiedades que pueden poseer los microorganismos y puede ser la
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razon por la que de los 15 aislados evaluados, 7 sean resistentes al QAC cuando se encuentra
sin diluir y que los demas aislados son resistentes también, pero a concentraciones menores
(Figuras 13 y 14). Ademas se evaluo la resistencia a diferentes concentraciones en las dos
fases de crecimiento: exponencial y estacionario y se encontré diferencia ya que los aislados
presentan mas resistencia cuando se encuentran en la fase estacionaria. Esta diferencia puede
ser explicada con lo antes expuesto, ya que las bacterias al encontrarse en fase estacionaria

generan cambios, fisioldgicos como metabdlicos, provocando asi mayor resistencia en esta fase.

Se realizaron ensayos con el fin de comparar la actividad del desinfectante perteneciente a
la familia de los QAC, con la actividad del otro desinfectante que esta libre de Compuestos de
Amonio Cuaternario como es el Polimetilen diurea al 5% y disponible en el mercado venezolano.
Los resultados obtenidos en estos ensayos, para los 15 aislados evaluados bajo el efecto de
este desinfectante se muestran en las figuras 13y 14, observandose, que solo tres aislados son
capaces de crecer con el producto comercial Polimetilen diurea al 5%, cuando los aislados estan
en fase estacionaria de crecimiento. En cambio se encontraron diferencias cuando las bacterias
se encontraban en fase exponencial de crecimiento, ya que solo 1 aislado fue capaz de crecer
con esa concentracion del desinfectante. Cuando se evaluaron otras concentraciones de este
mismo desinfectante, en fase exponencial se encontrd que solo 2 de los 15 aislados fueron
capaces de crecer en las diluciones del 50% (2,5% Polimetilen diurea) y 4 aislados en las
diluciones de 20%(1% polimetilen diurea) y solo 2 aislados fueron capaces de crecer a una
dilucion del 5% (0,25% Polimetilen diurea). Sin embargo al evaluar este desinfectante con
cultivos que se encontraban en fase estacionaria, los resultado presentaron diferencias en
cuanto a su crecimiento en las diluciones evaluadas, ya que los aislados SU1 y SB5, que
presentaron resistencia a este mismo desinfectante en una dilucion del 50% (2,5 Polimetilen

diurea), fueron capaces de crecer con el producto comercial Polimetilen diurea al 5% en esta
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fase estacionaria crecimiento, también los aislados SU7 y la SB1 que alcanzaron crecer en fase
exponencial hasta una dilucion del 5% (0,25% Polimetilen diurea) fueron capaces de crecer
hasta una dilucion del 10% (0,5% Polimetilen diurea) cuando los cultivos se encontraban en fase
estacionaria. Esto indica que algunos aislados son mas resistentes cuando se encuentran en

esta fase de crecimiento (Tablas 13 a 16).

Es de destacar que los aislados SU1, SB2 y SB5 fueron resistentes al desinfectante que
presenta como agente activo Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio al 10%, y también
resultaron ser resistentes al Polimetilen diurea al 5%. Sin embargo los otros aislados
presentaron susceptibilidad a este agente, sugiriendo que este agente es capaz de sobrepasar

todas las barreras de impermiabilidad e interactuar rapidamente con su blanco celular

Este agente es una base fuerte y los efectos que este agente probablemente pudiera
provocar en la célula bacteriana son: dafios en la membrana citoplasmatica de la bacteria, dafio

sobre el DNA'y posible desnaturalizacion de las proteinas.

Nuestros resultados demuestran que los aislados de S. maltophilia resultaron ser mas
susceptibles frente al agente activo libre de QAC, aun cuando no es tan utilizado en los programas

de prevencion y limpieza.

Los aislados que fueron susceptibles a los dos desinfectantes ensayados en este trabajo,
fueron eliminados por un efecto bactericida, y no bacteriostatico, indicando la muerte total, debido a
que al neutralizar la actividad de los desinfectantes, las bacterias no fueron capaces de

recuperarse y crecer nuevamente en ningunas de las diluciones ensayadas.
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En este estudio, el tiempo de exposicion de la bacteria con el desinfectante fue de 2 minutos. El
cual es un tiempo mayor que el recomendado por cada producto comercial, ya que el recomendado
por la casa comercial es de 1 minuto, sugiriendo que el tiempo propuesto por las casas comerciales
de estos productos y las concentraciones usadas comunmente en los centros hospitalarios, e
incluso en hogares, pudiera no ser el adecuado. El tiempo de exposicion del desinfectante y la
concentracion de uso son factores a considerar, ya que en muchos casos, al aumentar la
concentracion y el tiempo de exposicion se obtiene el proceso de muerte de los microorganismos
de forma mas efectiva. Sin embargo, aun aumentando el tiempo a 2 minutos y usando los

compuestos comerciales puros, todavia existen bacterias resistentes.

La Concentracion Minima Inhibitoria, resulta una herramienta clave, ya que nos permite conocer
a que concentracion es capaz de ser eliminado un microorganismo y cuél es la concentracion mas
optima que debe ser utilizada para eliminar la presencia de estos patogenos, y que debe ser la

concentracion a utilizar para eliminar una poblacion bacteriana mixta en los centros de salud.

Usualmente los aislados de las bacterias Gram negativas de hospitales son menos sensibles a
los desinfectantes que las cepas de laboratorio, probablemente por las transferencias de genes
mediadas por plasmidos, también, la seleccion y la mutacion podrian jugar un papel muy importante
en la permanencia de estos aislados, asi como la adquisicion de los componentes de la envoltura
celular. Las concentraciones subinhibitorias de los antibiéticos pueden causar cambios sutiles en la
estructura externa de la bacteria, y estimular de esta forma el contacto célula a célula, quedando
como interrogante si las concentraciones residuales de antisépticos y desinfectantes en ambientes

clinicos podrian producir el mismo efecto (Davies y col., 1993).
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8.4 RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS.

En general, las infecciones causadas por las bacterias resistentes a los antibidticos estan
asociadas a las mayores tasas de mortalidad intrahospitalaria, asi como a las estadias prolongadas
en el recinto de salud, provocando que las infecciones y las colonizaciones con este tipo de
microorganismos incremente la posibilidad que los pacientes reciban tratamientos inadecuados;
explicando asi en parte la alta tasa de mortalidad asociadas a infecciones por bacterias resistentes

a los antibioticos.

A nivel mundial, han sido reportados los bacilos Gram negativos no fermentadores, como
Acinetobacter baumannii y  Pseudomonas aeruginosa, como los principales causantes de
infecciones nosocomiales, principalmente en las Unidades de Cuidados Critico y Semi-Critico.
Recientemente, entre los bacilos Gram negativos se encuentra S. maltophilia, incluyéndose como
un nuevo género de importancia clinica, que debe ser monitoriado, debido a sus caracteristicas

intrinsecas de la especie.

El uso continuo de los antibiéticos en los hospitales y la falta de control adecuado para su uso a
nivel poblacional, conlleva a la muerte de los microorganismos sensibles y a la seleccion de los
microorganismos resistentes y, por consiguiente, a la disminucion de las cepas sensibles, razdn
por la cual las bacterias que normalmente residen en los hospitales presentanun elevado patron de

resistencia a los diversos antibioticos.

Al evaluar la resistencia de antibiéticos en los aislados S. maltophilia que se analizaron en este
trabajo, los resultados arrojaron que casi todos los aislados evaluados fueron sensibles a los dos

antibioticos ensayados que son indicados para combatir las infecciones causadas por este
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organismo. Solo un aislado (SU3) resultd ser resistente a Trimetropim-Sulfametoxazol (Tabla 18) el
cual fue aislado del ambiente de la UTI, asi como también resultd ser resistente a QAC, mostrd
resistencia al Polimetilen diurea cuando se evalu6 a una dilucion del 50%(2,5%Polimetilen diurea)
cuando se encontraba en fase estacionaria de crecimiento. Este aislado representa un riesgo, ya
que ademas es capaz de sobrevivir en el ambiente del recinto hospitalario, ya que los aislados que
mostraron mayor resistencia a los desinfectantes en las 2 fases de crecimiento evaluadas fueron
aquellos aislados de las areas inanimadas de la Unidad de Terapia Intensiva, sobre todo cuando

fue evaluado con el desinfectante perteneciente a la familia QAC.

Evidentemente, la naturaleza es conservadora y selecciona las estrategias que mejoran la
supervivencia de los organismos vivos. Por lo tanto, es razonable esperar que las estrategias de
supervivencia existentes (tales como las que confieren resistencia a los antibioticos), puede ser
utilizado en respuesta a otras moléculas toxicas (por ejemplo, biocidas) encontrados por los
microorganismos. La literatura publicada sugiere que los microorganismos han adoptado las
mismas estrategias de adaptacion para hacer frente a los efectos toxicos de los antibioticos y los
biocidas. Por ejemplo, los mecanismos que median la resistencia a los antibioticos (es decir, los
cambios en el sitio de destino, flujo de salida, y la impermeabilidad) son las mismas estrategias
utilizada para producir baja susceptibilidad a los biocidas. P. aeruginosa, un patdgeno de
importancia clinica que es intrinsecamente resistente al triclosan, sobreexpresa la bomba de eflujo
responsable de la resistencia, debido a mutaciones en el gen regulador que controla la expresion de

dicha bomba.

Aunque P. aeruginosa, habia sido historicamente el patogeno Gram negativo no fermentador
mayoritariamente aislado en las infecciones nosocomiales, los datos confirman el incremento en la

aparicion de microorganismos como S. maltophilia y A. baumannii.
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El unico aislado proveniente del Servicio de Neonatologia también mostr ser sensible a los
antibiéticos ensayados. Debido al poco uso de estos antimicrobianos en esta area del hospital, por
la corta edad de los pacientes, no deben tener una flora muy resistente que contengan muchos
determinantes de resistencia 0 bajos niveles de resistencia. Por esta razdn la poca presion de los
antimicrobianos mantiene las poblaciones bacterianas ambientales con bajos niveles de resistencia
antibioticas, sin embargo y de forma preocupante, este aislado mostrd ser resistente al
desinfectante de la familia de los QAC cuando fue evaluado en una dilucion del 10% (1%QAC),

quizas motivando a su uso extensivo en estas areas (Tablal8).

S. maltophilia es uno de los miembros tipicos de las comunidades microbianas, de distribucion
global y se ha reportado cada vez més relacionado a las infecciones intrahospitalarias,
representando un problema grave, dada su resistencia intrinseca a los antibiéticos. Existen una
gran probabilidad y susceptibilidad que los pacientes recluidos en las Unidades de Cuidados
Intensivos, adquieran este patégeno, que los Ultimos afios se ha convertido en uno de los
principales microorganismos causante de infecciones nosocomiales, debido a su habilidad
comprobada de permanecer en el medio ambiente. Nuestro trabajo corrobora esta aseveracion, ya

que se encontro un porcentaje alto de aislados resistentes a los desinfectantes de uso rutinario.

Anton y colaboradores, en el afio 2005 reportan como drogas de eleccion para el tratamiento de
S. maltophilia a Levofloxaxina y Trimetropin-Sulfametoxazol. Los autores estudiaron cepas clinicas
aisladas en la ciudad de Merida, concluyendo que estas cepas estudiadas de S. maltophilia,
presentaron susceptibilidad solo a los dos antibioticos evaluados también en este estudio. En la
tabla 18, se muestra que solo SU3 de los 15 aislados evaluados resultd ser resistente a este

antibiotico Trimetropin-Sulfametoxazol.
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En Venezuela, en un estudio realizado en Cumané para caracterizar fenotipicamente cepas de
Stenotrophomonas maltophilia, y establecer un patron de actividad in vitro a diferentes
antimicrobianos, se identificaron fenotipicamente 24 cepas de S. maltophilia. Las cepas mostraron
100% de resistencia a Imipenem, cefepime, amikacina y &cido nalidixico. Estos autores
determinaron que los aislados presentaron gran homogeneidad en su perfil antimicrobiano
mostrando multiresistencia a la mayoria de los antibiéticos probados siendo trimetoprim-
sulfametoxazol y levofloxacina los antimicrobianos mas efectivos in vitro (Anton, 2005). Estos
resultados demuestran que el trimetoprim sulfametoxazol sigue siendo altamente efectivo contra
este microorganismo que es multirresistente a diversos antimicrobianos y que sigue siendo una

alternativa terapéutica junto con la levofloxacina, tal como lo recomienda el CLSI.

El continuo uso de los antibidticos en los hospitales y la falta de control para su adquisicion a
nivel poblacional, ha conllevado a la seleccion de microorganismos resistentes, provocando la
desaparicion de aislados sensibles. Esta es la razon por la cual las bacterias que residen en los
hospitales presentan un elevado patron de resistencia a los diversos antibiéticos de uso comun,
esto ocasiona una amenaza para la salud publica, ya que promueve la aparicion de nuevas cepas
bacterianas y nuevos mecanismos de accion (Guzman, 2006). A pesar de las limitaciones
relacionadas con la sensibilidad y la multirresistencia de S. maltophilia a los antimicrobianos,
numerosos estudios presentan al trimetoprim-sulfametoxazol o cotrimoxazol como el antimicrobiano
de mayor eficacia demostrada frente a la mayoria de las cepas y, por tanto, es considerado como el
farmaco de eleccion en caso de infeccion por S. maltophilia (Senol, 2004). El principal
inconveniente de trimetoprim-sulfametoxazol es que s6lo ejerce un efecto bacteriostatico frente a la
mayoria de las cepas. Debido a su caracter bacteriostatico, se ha recomendado su uso a la dosis
maxima tolerada (Vartivarian y col., 1994), lo cual supone una limitacion a esta opcion terapéutica

dada la toxicidad del componente sulfonamida de la combinacion (Denton y col., 1998).
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El problema de toxicidad, asi como el aumento de resistencias a cotrimoxazol, supuso el
empleo para el tratamiento de infecciones por S. maltophilia de otros antimicrobianos como son las
nuevas fluoroquinolonas y la combinacion de ticarcilina-acido clavulanico, que en diferentes trabajos
demostraron su eficacia frente a este patégeno (Korzets y col., 1997). Sin embargo, Vartivarian y
colaboradores en 1994, determinaron un incremento secuencial de la resistencia de S. maltophilia
a ciprofloxacina y ticarcilina-&cido clavulanico, debido al cambio de mentalidad en el tratamiento de
los pacientes con algun tipo de cancer, en detrimento del cotrimoxazol, lo que supuso un freno en el

aumento de la resistencia a este agente.

Los microorganismos Gram negativos productores [-Lactamasas de espectro extendido
representan una amenaza para los pacientes hospitalizados, dado a la capacidad de hidrolizar
cefalosporina de espectro extendido, comunmente empleadas en el tratamiento de infecciones
nosocomiales. La identificacion de las bacterias productoras de BLEE provee la informacion
necesaria para su tratamiento, y ademas los pacientes colonizados por este tipo de
microorganismos deben tener consideracion especial para evitar la transferencia horizontal de
dichos caracteres de resistencia. En los resultados de este estudio, en la tabla 19 se muestra que el
80% de los aislados son productores de estas p-Lactamasas. Esta resistencia de S. maltophilia
estd asociada a dos B-Lactamasas, producida por genes inducibles cromosomicos, L1y L2 (Jenly
col., 2004). La expresion de ambas enzimas estd determinada por genes que presentan una
elevada heterogeneidad (Avison y col., 2002). En menor medida, también participa en la resistencia
a betalactamicos la accion de sistemas de transporte activo; a este respecto, Zhang y
colaboradores, en el afio 2000 demostraron que en mutantes de S. maltophilia defectivos para

betalactamasas continda existiendo, aunque en menor nivel, resistencia a algunos betalactamicos.
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Todos los resultados de este trabajo permiten sugerir que efectivamente la presencia de S.
maltophilia en los ambientes del HCU, representa un factor de riesgo, que puede ser dificil de
controlar por la resistencia a los agentes de primera linea para combatirlos, como son los
desinfectantes. Dada la resistencia intrinseca natural de estas bacterias a diversos antibioticos, se
recomienda rotar los productos de limpieza y desinfeccion a los fines de no seleccionar toda la
poblacion resistente, asi como continuar con estos estudios que permitan monitorear el avance o0 no

de la poblacion bacteriana resistente.
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9. CONCLUSIONES

e EI47% de los aislados analizados resultaron ser resistentes al desinfectante con agente activo

Bromuro Lauril Dimetil Amonio al 10%.

e De los 15 aislados bacterianos evaluados, el 20% resultaron ser resistentes al desinfectante

Polimetilen diurea al 5%, libre de Compuestos de Amonio Cuaternario.

e De los 3 aislados que fueron capaces de crecer con el desinfectante que tiene como agente
activo Polimetilen diurea al 5%, también fueron capaces de crecer con el desinfectante con agente

activo Bromuro de Lauril Dimetil Bencil Amonio.

e Para los aislados bacterianos que resultaron ser susceptibles a la accion de ambos

desinfectantes, se demostré que su muerte es producto de un efecto bactericida.

e Se demostré que el tiempo utilizado es suficiente para alcanzar el efecto bactericida de algunos

aislados, siendo un tiempo mayor que el recomendado por los fabricantes

e El desinfectante que resulté ser mas eficaz en las pruebas realizadas, es el que esta libre

Compuestos de Amonio Cuaternario.

e Cuando los cultivos bacterianos fueron evaluados en la fase estacionaria de crecimiento, se

evidencié una mayor resistencia a ambos desinfectantes.
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e Todos los aislados bacterianos de S. maltophila fueron capaces de crecer en presencia de

(0,5% QAC), en las dos fases de crecimiento analizadas.

e Un aislado bacteriano, resultd ser resistente al Trimetropim — Sulfametaxol, y ademéas es

resistente a QAC y a 2,5% polimetilen diurea.
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10. RECOMENDACIONES

e Rotar los productos de limpieza y desinfeccion a los fines de evitar seleccionar la poblacion

resistente.

e Continuar con estos estudios de manera que permitan monitorear el avance o no de la

poblacion bacteriana resistente.

e Controlar las medidas de lavado y limpiezas en las diferentes &reas de los hospitales y en los

instrumentos.

e Establecer un uso racional de los antibiéticos.

e Educar e informar a el personal de limpieza para que se utilice las concentraciones y las dosis

necesarias
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