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Desinfectantes hospitalarios: como evaluarlos y propuesta para

estandarizar su valoracion. |
Miryam Astudillo H., M.S. Micr.}, Alberto Concha E., M.D., Ms.E.?, Luz E. Daza, Bact.3

RESUMEN Universidad del Valle, Cali, Colombia, 9 diferentes
desinfectantes en uso en los distintos servicios de la
Entrelos mesesde noviembre de 1990y juniode 1991, Clinica Rafael Uribe Uribe del Instituto de Seguros
por 3 veces con 3 meses de diferencia, se analizaronen Sociales, Seccional Valle del Cauca, Cali, Colombia,
el Departamento de Microbiologia, Facultad de Salud,  para evaluarlos ensuactividad antimicrobiana contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas

1. Profesora Asistente, Departamento de Microbiologia, Facul- aeruginosa a través de una combinacion de métodos
tad de Salud, Universidad del Valle, Cali, Colombia. que incluyé curva de mortalidad, concentracién
2. Jefe, Seccion de Epidemiologia, Instituto de Seguros Socia- inhibitoria minima y neutralizacién. Esta técnica
les, Seccional Valle del Cauca, Cali, Colombia. descubrié inactividad de un desinfectante que era

3. Bacteridloga, Departamento de Microbiologia, Facultad de

activo segiun la curva de mortalidad , que se usé como
Salud, Universidad del Valle, Cali, Colombia.

meétodo de comparacion. En Colombia, para valorar

162



z L] -
e ;
.
5 r | &y Tl apls s
i 1 ! SR ol Fa FFoW
i F 3 i i < r
- 1 i F ¥ = TR i
A1 w3 i |
by 8

los desinfectantes, no existe una norma estandariza-
da, sino que se recomienda el método de Rideal &
Walker que presenta muchas limitaciones, razén por
la cual se debe estandarizar un sistema efectivo para
evaluar los desinfectantes. Los resultados de este
estudio animan a continuar la estandarizacion del
método y, luego de algunas modificaciones, utilizarlo

de rutina en la valoracion.

El uso de técnicas que supriman la viabilidad de los
microorganismos patégenos del ambiente, varia segtin se
trate de antisépticos, desinfectantes o procedimientos de
esterilizaciéon. Cualquier técnica, en todo caso, busca
eliminar los riesgos de contaminacién y la consecuente e
incierta posibilidad de infecciones cada vez mas extendidas
a diversidad de espacios, como hospitales, entidades y
lugares donde se manejan o manipulan desinfectantes y

el propio hogar.

Segun la FDA (Food and Drugs Administration), en el
trabajo de Ruehle & Brewe!, un desinfectante es la
sustancia capaz de destruiren 10-15 minutos los gérmenes
depositados sobre un material inerte o vivo, alterar lo
menos posible el sustrato donde residen, y abarcar en esa
destrucciéon todas las formas vegetativas de bacterias,
hongos y virus.

Hay muchos agentes desinfectantes*? p.e. amonio
cuaternario, compuestos fenélicos, formaldehidos,
halégenos, glutaraldehidos, cuya eleccion depende de
diversos factores*?, entre los que se pueden incluir los
siguientes: grado requerido de muerte bacteriana,
naturaleza del material que se va a desinfectar (sobre todo
el contenido de materia organica), costoy facilidad de uso,
concentracion del agente, tiempo de exposicion, tem-
peraturas, poder de penetrar en el sustrato, estabilidad
quimica y controlar si se ha presentado resistencia
bacteriana al desinfectante.

Evaluar la accién desinfectante es imprescindible en
ambientes donde las exposiciones sean mayores y donde
su uso de rutina hagan mas probable la resistencia
bacteriana. Existen métodos!?!® para esa evaluacién,
pero no siempre se considera que todos los desinfectan-

tes no actiian a las mismas concentraciones, ni que
tampoco se neutraliza la accién desinfectante. Esta tiltima

tiene importancia especial, pues si la bacteria se inocula
en el medio del cultivo con un desinfectante que sigue
actuando, se impide el crecimiento bacteriano, y se da un
falso resultado de actividad antimicrobiana. Para que el

control y prevencién de las infecciones intrahospitala-
‘rias y el manejo del instrumental que se debe reutilizar

sean efectivos, es indispensable valorar la accién de los
desinfectantes.
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Con tal fin y para estandarizar un método que sea
aplicable con facilidad en la evaluaciéon de cualquier
agente desinfectante, independiente de su estructura
quimica, se realizé el presente trabajo.

METODOLOGIA

Area de estudio. Entre los meses de noviembre de 1990
y junio de 1991, se analizaron 9 desinfectantes distintos
en uso en diversos servicios de la Clinica Rafael Uribe
Uribe, Instituto de Seguros Sociales, Seccional Valle del

Cauca, Cali, Colombia, a saber: yodopirrolidona (0.8 g de
yodo, vehiculo CSP) que se llamé en este estudio yodo en

solucién; otras 2 yodopirrolidonas (10 g de yodo, vehiculo
CSP), denominadas yodo jabén I y II; hipoclorito de sodio
0.5%; hipoclorito de sodio 5%; hipoclorito de sodio 13%;
nitrato de plata 0.5%; acido acético 2%; y glutaraldehido
alcalino. La muestra de cada desinfectante se tomé
directamente del dispensador o frasco que se utilizaba en
cada uno de los servicios o salas, y se vertiéo sobre un
frasco estéril sellado que se llevo en seguida al Laboratorio
de Microbiologia de la Universidad del Valle. Las muestras
se estudiaron en 3 momentos diferentes: dia de la toma de
la muestra, es decir, el dia 1, y a los 8 y 15 dias de
exposicion a la luz, temperatura ambiente y aire. Este
esquema se realizé 3 veces con 3 meses de diferencia.

Técnicas de analisis. En todos los ensayos se incluye-
ron Escherichia coli ATCC 8739, Staphylococcus
aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC
15442 de referencia por su reconocida sensibilidad a los
desinfectantes y por su estabilidad genética.

Verificacion del diluyente. Se hizo para saber si el caldo
por emplear ofrecia alguna inactivacion sobre los de-
sinfectantes. Se marcaron 3 tubos como A, B, C.

Tubo A: 9 ml del diluyente mas 1 ml del desinfectante.
Tubo B: 9 ml del diluyente mas 1 ml de agua destilada
esteéril.

Tubo C: 10 ml de agua destilada estéril.

Se prepararon los inéculos bacterianos en caldo nutri-
tivo, se agregaron suero al 10% y extracto de levadura al
2% a fin de neutralizar la acciéon desinfectante, para
agregar 1 ml a los tubos A, B y C; a los 30 y 60 minutos
de contacto con el desinfectante, se colocaron 5 gotas de
cada tubo sobre agar tripticasa para verificar el creci-
miento bacteriano. Luego las cajas de agar tripticasa se
incubaron por 24 horas a 35° C.

Concentracion inhibitoria minima (CIM)!415, En cada

uno de los experimentos se buscé la CIM: (a) se hicieron
12 diluciones progresivas de los desinfectantes a partir de

163



i

1:5; (b) se inocularon cada uno de los tubos con 10,000
bacterias por ml, se calibraron segun la turbidez con los
estandares de Macfarland, y se incubaron por 24 horas a
352C. También se sembré un subcultivo en agar tripticasa,
para comprobar la viabilidad en el tubo sin turbidez
correspondiente a la dilucién mas alta.

Curva de mortalidad

1. En caldo nutritivo enriquecido con sueroy extracto de
levadura se estudié la curva de mortalidad.

2. Se prepararon 3 suspensiones de 5 x 1000 bacterias/
ml.

3. Se incubaron los tubos durante 5, 15, 60 y 180
minutos al cabo de los cuales se hicieron subcultivos
en agar tripticasa.

Neutralizacion. Segin se recomienda'® como neu-
tralizante para alcoholes, aldehidos, hipocloritos y fenoles
el caldo nutritivo y para diguanidinas, hipoclorito mas
detergente, iodoforos, fendlicos mas detergente y com-
puestos de amonio cuaternario el caldo nutritivo con
Tween 80 al 3%, por tanto se hizo la neutralizacion
mediante caldo Tood Hewitt y Tween al 3% para después
hacer un lavado con solucién salina fisiolégica.

Recuentos. Luego de lavar las bacterias, el sedimento se
resuspendié y con asas calibradas en 0.01 ml se hizo
siembra de superficie en agar tripticasa, para conocer el
numero de microorganismos sobrevivientes a las 24
horas de incubacién a 352 C.

Inéculo. Se escogid como inoéculo una dilucién co-
rrespondiente a 10,000 bacterias en caldo T-H segtn se
recomienda para evaluar los antimicrobianos'® y se hizo
una siembra en profundidad para conocer el numero
exacto de bacterias inoculadas después de incubar a
35°C por 24 horas.

Valoracion de desinfectantes. De acuerdo con la CIM,
se hizo la valoracién de los desinfectantes en estudio,

mediante determinaciones de supervivencia a los 15, 30,
60 y 180 minutos. Se realiz6 una combinaciéon de mé-
todos que incluyé la CIM, la curva de mortalidad y la

neutralizacion, a fin de conocer el tiempo necesario para
eliminar 50% de la poblacién inicial, es decir, el efecto

letal (EL) y el tiempo requerido para eliminar 10% del
in6culo inicial o sea el tiempo de reduccién decimal (TRD).

RESULTADOS

No se observd inactivacion sobre el desinfectante por

parte del diluyente, ni por los compuestos organicos
representados por el extracto de levadura o el suero, de
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acuerdo con la verificacién del diluyente, o sea, se observé
crecimiento bacteriano tras incubar las cajas que
representaban los tubos A, B y C. Para el ensayo de la
valoracién se escogié la CIM hecha en los 3 experimen-
tos, donde se obtuvieron los mismos resultados (Cuadro

1).

Cuadro 1. Concentracién Inhibitoria Minima Bacteriana
de los Desinfectantes Segiin Dilucidn.

Desinfectantes

E. coli 1 498 9T 8 -7 8 -9
Sin diluir - - - 4 - - - -
1:5 - - - - - - - - -+
1:10 - - + + + - - - +
1:15 + + - + <+ + + + -
S. aureus

Sin diluir - - - - - - - - -
1:5 - - - - - B - - *
1:10 - - - - - - - - -
1:15 - - - + - -+ o+ i
P. aeruginosa

Sin diluir - - - - - - - - -
10 - - < - - - - - +
1:10 - + + + + - - - 4
1:15 + + - + + - + <+ +

+, crecimiento; -, sin crecimiento; 1, yodo en solucién; 2, yodo en jabén;
3, hipoclorito de sodio 0.5%; 4, hipoclorito de sodio 5%; 5, acido acético
2%; 6, nitrato de plata 0.5%; 7, hipoclorito de sodio 13%; 8, glutaraldehido

alcalino; 9, jabén yodado.

Segun el Cuadro 2, donde aparecen los resultados de la
curva de mortalidad en los 3 experimentos, el hipoclorito
de sodio al 0.5% y el acido acético, no son activos contra
las 3 bacterias y el nitrato de plata al 0.5% no es activo
contra S. aureus. Los otros desinfectantes mostraron
actividad con EL y TRD menores de 15 minutos, por tanto,
no aparecen en el cuadro.

Los resultados con el método de valoraciéon propuesto, al
estudiar la actividad desinfectante, fueron los mismos
obtenidos con la curva de mortalidad, excepto cuando se
analizo el hipoclorito de sodio al 5%, que era activo segin
la curva de mortalidad, pero mostré pérdida de actividad
durante la exposicion al ambiente o fue inactivo con el
método de valoracién propuesto; por tanto, sélo aparecen
estos datos en los Cuadros 3, 4 y 5.

DISCUSION
La valoracién de desinfectantes se hizo al combinar la

CIM, la curva de mortalidad y la neutralizacion. Como
método de comparacién se realizé una curva de mortalidad,



Cuadro 2. Curva de Mortalidad en 3 Horas con las Bacterias Utilizadas
en la Valoracion.

Desinfectante Bacteria UFC/ml Tiempo en minutos EL TRD accién

| S 15 60 180
E. coli I I I I >180 >180 NA
Hipoclorito de g gyreus 1 I 1 I >180 >180 NA
sodio 0.5% P. aeruginosa I 1 I I >180 >180 NA
E. coli <100 <100 <100 <100 >15 <15 A
Nitrato de S. aureus <100 4800 1 I >180 >160 NA
plata 0.5% P. aeruginosa <100 <100 <1001 <100 <15 <15 A
- E. coli I I I I >180 >180 NA
Acido acético 2% g aureus I I I I >180 >180 NA
P. aeruginosa I 1 1800 80 30-60 60-180 NA
E. coli <100 <100 <100 <100 <15 <15 A
Hipoclorito de g aureus <100 <100 <100 <100 <15 <15 A
sodio 5% P. aeruginosa <100 <100 <100 <100 <15 <15 A

UFC/ml, unidad formadora de colonia por ml; I, incontable; EL, efecto letal; TRD, tiempo de
reducciéon decimal; A, activo; NA no activo.

Cuadro 3. Supervivencia (UFC/ml) E. coli ATCC 8739 Segiun Tiempo de
Exposicion y Contacto con Hipoclorito de Sodio 5%.

Dia exposiciéon Experimento  Inéculo Tiempo de contacto en minutos  EL TRD Accitn
15 30 60 180
o UFC/ml
I 1000 <100 <100 100 <100 <15 <15 A
1 § 8800 <100 <100 100 100 <15 <15 A
I 4400 200 300 500 8900 <15 <15 A
I 14400 1200 <100 <100 <100 <15 <15 A
3 II <100 <100 <100 <100 <100 15-180 15-180 NA
| 111 14050 3600 4700 7000 20000 <15 >180 NA
I 20000 7600 200 100 100 <15 15-30 NA
15 II 810 100 100 300 <100 <15 180 NA
111 12400 4000 15000 9300 20000 <15 >180 NA

UFC/ml, unidad formadora de colonia por ml; I, incontable; EL, efecto letal; TRD, tiempo de
reduccion decimal; A, activo; NA no activo.

Cuadro 4. Supervivencia (UFC/ml) S. aureus ATCC 6538 Segun Tiempo de
Exposicion y Contacto al Ambiente con Hipoclorito de Sodio 0.5%.

Dia exposiciéon Experimento  Inéculo Tiempo de contacto en minutos  EL TRD Aocion
15 30 60 180
UFC/ml
I 8000 7000 9900 15300 2200 60-180 >180 NA
1 11 23000 700 300 <100 <100 <15 <15 A
111 800 100 100 300 100 <15 >180 NA
! 13280 11600 8500 12000 4600 60-180 >180 NA
8 11 18000 200 400 300 400 <15 <lI5 AR
| I 7760 2500 1800 2200 2600 <15 >180 NA
I 28400 2200 5000 1700 1800 <15 <l5 AR
15 11 29100 10500 2000 7100 2300 <15 15-30 NA
111 2720 2000 <100 <100 <100 15-30 15-30 NA

UFC/ml, unidad formadora de colonia por ml; I, incontable; EL, efecto letal; TRD, tiempo de
reduccién decimal; A, activo; NA no activo.
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cuyos resultados fueron iguales en
ambos métodos, excepto con el hipo-
clorito de sodio al 5%, que segin la
curva de mortalidad resulté activo y
con la técnica propuesta se encontro
que este desinfectante pierde activi-
dad al ser expuesto al ambiente y
resulté inactivo cuando se utiliza mas
de 8 dias, lo cual no es posible de-
terminar por los métodos existentes,
incluyendo la curva de mortalidad.

La entidad que establece las normas
en cuanto a analisis en Colombia,
para hacer la valoracion de desin-
fectantes, recomienda el método de
Rideal & Walker, mas comunmente
conocido como indice del coeficiente
fenolico, en el cual se determina la
diluciéon mas alta del desinfectante
requerida para eliminar un micro-
organismo dentro de un intervale
especifico y bajo condiciones con-
troladas, con una concentraciéon de
fenol al 5%, como referencia, pero
presenta por lo menos 6 limitaciones:

1. No evalua la eficacia del desin-
fectante, sino el coeficiente fené-
lico del producto probado.

2. No considera la presencia de ma-

teria organica.

No considera la dureza del agua.

No neutraliza la actividad bac-

teriostatica residual.

5. Las concentraciones practicas no

son faciles de elegir con suficiente

margen de seguridad.

El desinfectante debe estar rela-

cionado quimicamente con el

fenol.

W

Tales factores si se consideraron en el
método propuesto que comprendioé:
a) la evaluacion de la eficacia de los
desinfectantes probados con E. coli,
S. aureus, P. aeruginosa, frecuentes
colonizadores en ambientes hospi-
talarios, pues no todas las bacterias
exhiben el mismo patrén de desin-

feccion; b) controlar el diluyente pa-
ra saber si inactiva el desinfectante;

c) utilizar el Tween 80 para neutrali-
zarlo; y d) mediante la CIM elegir la
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Cuadro 5. Supervivencia (UFC/ml) S. aureus ATCC 6538 Segun Tiempo de
Exposicion y Contacto al Ambiente con Hipoclorito de Sodio 0.5%.

Una de las explicaciones hipoté-
ticas'® sugiere que la muerte bac-
teriana se debe al azar, o a procesos

Dia exposicion Experimento  Indculo Tiempo de contacto en minutos  EL TRD Axciin  metabdlicos especia]es en las célu-

15 50 60 180 las. La forma mas simple de la pri-

toed o mera hipotesis supone que todo mi-

I 45000 <100 <100 <100 <100 <15 <15 A croorganismo muere porlaacciénde

1 I 20000 <100 <100 <100 <100 <15 <15 A un unico suceso letal que ocurre al

I11 1020 <100 100 1006 200 <15 >180 NA  azar, y requiere uniformidad en la

I 84400 200 <100 <100 <100 <15 <15 A  susceptibilidad al desinfectante. Asi

8 I 11000 500 <100 300 200 <15 «<I5 A la curva con concavidad superior se

I11 32800 2400 900 1000 2400 <15 <15 A atribuye a que cada microorganis-

I 52400 4300 1300 500 <100 <15 <15 A mo en el cultivo es diferente. y una

15 § 200 600 500 1200 600 >180 >180  NA . .. oosevs indica que para que
[11 4800 1000 1900 700 4000 <15 >180 NA

UFC/ml, unidad formadora de colonia por ml; I, incontable; EL, efecto letal; TRD, tiempo de

reduccion decimal; A, activo; NA no activo.

concentraciéon practica para el uso de los desinfectantes,
lo cual puede tener implicaciones econdomicas.

También aqui se propone elaborar la curva de mortalidad
en 3 horas, tiempo suficiente para establecer si al resistir

la desinfeccion, se replican las poblaciones bacterianas
en presencia del desinfectante. Aunque el criterio de
desinfeccion de la FDA considera que ésta se establece
luego de 10-15 minutos de contacto con el agente, es mas
probable que durante ese tiempo, si los microorganis-
mos sobreviven, no es por resistencia a la desinfeccion,
pues toda bacteria sometida a un nuevo sustrato fisio-
logicamente lleva a cabo una etapa de adaptacion o

latencia.

Como durante el uso, los desinfectantes pueden
permanecer en la sala de una institucion expuestos al
ambiente, luz y temperatura por mas de una semana, se
sugiere valorarlos hasta el dia 15 de exposicion, para
confrontar su estabilidad.

En el Cuadro 5, en el experimento IIl con P. aeruginosa,
se encontro falta de actividad los dias 1 y 15, pero no el
dia 8. Si con estos resultados se hace una grafica, la
curva tendra una saliente (hombro), que se puede ex-
plicar de acuerdo con lo observado en los estudios sobre
la cinética de la esterilizacion. En efecto, si se expone
una poblacién de microorganismos a un agente letal, la
proporcion de gérmenes que sobreviven, se puede
representar de modo exponencial en funcion del tiempo,
pero se obtienen resultados que en las graficas produ-
cen curvas con hombro o con una linea decreciente muy
pronunciada o incluso una forma sigmoidea.

El significado biolégico de tales curvas no esta definido.
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tal germen muera, es necesaria la
acciéon conjunta de varios sucesos.
También se puede deber a causas
técnicas como la aglomeracion, pues
es preciso un periodo de incubacioén

a fin de que el agente letal alcance la parte susceptible
de la célula, esto en bacterias no esporuladas como las
que se utilizaron en este estudio.

En cuanto al in6culo, se debe establecer por recuento en
placa, porque el namero de bacterias es muy importante
para saber con exactitud los valores de EL y TRD. Los
resultados de este estudio animan a continuar con el
mejoramiento del método de valoracién propuesto.

SUMMARY

Since November 1990 and June 1991, three times with
three months of interval, 9 different disinfectants in use
at the Rafael Uribe Uribe Clinic, ISS-Valle in Cali,
Colombia, were studied for their antimicrobial activity
against Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa with a new method compris-
ing a combination of minimal inhibitory concentration,
mortality curve and neutralization tests. The results show
that the technique in evaluation found inactivity in one
disinfectant that by a conventional system (mortality
curve) was not selected. The new method deserves more
evaluations in order to be used as a routine test in

Colombia.
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RESUMEN

Este trabajo se realizé en Cali, Colombia, durante el
periodo de junio a septiembre de 1991. Con la vigilan-
cia epidemiolégica se identificaron dos componen-
tes: en el primero, seroldgico, se determind la pre-
sencia de anticuerpos contra el VIH-1 en los sueros de
310 prostitutas y se comprobd con las pruebas de
ELISA y Western blot que 1 de las 310 participantes
estaba infectada con el virus. Esto permitié estimar
en el grupo estudiado una prevalenciade infeccion por
el VIH-1 superior a 0.5% (5 x 1,000). El segundo
componente lo constituyé una evaluacion de los
conocimientos sobre el SIDA y sobre las practicas
sexuales de riesgo en 262 mujeres que aceptaron
contestar una encuesta disefiada para tal fin. Las
prostitutas se clasificaron por estratos (bajo, medio,
alto) segiin el establecimiento donde trabajaban y los
ingresos que recibian; 96.2% manifestaron que el
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condén evita infecciones trasmitidas sexualmente,
pero sélo lo utilizaban en 51% de las relaciones
sexuales comerciales. Dentro del anilisis bivariado se
encontrd que la variable solicitud del uso del condon
por parte de las mujeres se relaciond con el estrato y
con el promedio de veces que se embriagaban a la
semana. No fue posible establecer fuerza de asocia-
cién con la edad, la escolaridad y la percepcién del
riesgo. La variable uso del condén se asocio con el
estrato, el promedio de embriaguez semanal y la
solicitud del uso del condon.

El crecimiento de la epidemia por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH-1-SIDA) en el Munici-
pio de Cali, exige un programa de vigilancia epidemio-
l6gica que trabaje con grupos centinela. Estos grupos se
pueden encontrar en las llamadas poblaciones con
comportamientos de riesgo o en las que se consideran
representativas de la poblacién general. Este nuevo
problema de salud publica tendra repercusiones de tipo
socioeconémico, sobre todo en paises como Colombia,
por las siguientes razones:

1. Los grupos etarios afectados son por lo general los que
se encuentran en la plenitud de su capacidad
productiva.

2. El Sistema Nacional de Salud no cuenta con los
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