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RESUMEN

La finalidad de esta investigacion fue comparar el efecto
desinfectante de la Clorhexidina al 2 % y Polihexametileno Guanidina
(PHMB) al 9 % en la inhibicibn de formacién colonias de Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 en
superficies de acero quirargico inoxidable. El tipo de investigacion es de
disefio comparativo, de corte longitudinal, prospectivo y analitico. Las
unidades de estudio fueron los materiales de uso en procedimientos
quirargicos, donde se realizé la siembra microbiologica. Se observa que la
inhibicion de Unidad Formadora de Colonia en superficies de acero
quirargico de Pseudomona aeruginosa y del Staphylococcus aureus
tratadas con Clorhexidina al 2 % es superior al 99 %. La reducciéon de UFC
en superficies de acero quirurgico tratadas con PHMB al 9 % es superior al
99 %. En conclusion, el efecto desinfectante de Clorhexidina 2 % y de
PHMB 9 % son iguales y ambos pueden inactivar efectivamente los
gérmenes seleccionados, pero frente a Pseudomona aeruginosa ATCC
27853 el Polihexametileno guanidina 9 % tuvo mayor efectividad.
Palabras clave: Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Polihexametileno Guanidina, Clorhexidina y material

quirargico
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ABSTRACT

The purpose of this research was to compare the disinfecting effect of 2 %
Chlorhexidine and 9 % Polyhexamethylene Guanidine (PHMB) on the
inhibition of Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 and Staphylococcus
aureus ATCC 25923 on stainless surgical steel surfaces. The type of
research is of comparative, longitudinal, prospective and analytical design.
The study units were the materials for use in surgical procedures, where the
microbiological seeding was carried out. It is observed that the inhibition of
Colony Forming Unit on surgical steel surfaces of Pseudomona aeruginosa
and Staphylococcus aureus treated with 2 % Chlorhexidine is greater than
99 %. The CFU reduction on surgical steel surfaces treated with 9 % PHMB
is greater than 99 %. In conclusion, the disinfecting effect of Chlorhexidine
2 % and PHMB 9 % are the same and both can effectively inactivate the
selected germs, but against Pseudomona aeruginosa ATCC 27853,

Polyhexamethylene guanidine 9 % was more effective.

Keywords: Pseudomona aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus

ATCC 25923, Polyhexamethylene Guanidine, Chlorhexidine and surgical

material
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INTRODUCCION

En el presente son dificultades de salud publica las infecciones
intrahospitalarias. El aumento de pacientes con alta vulnerabilidad a
padecer de infecciones durante la hospitalizacion, la aparicion de bacterias
resistentes a los antibacterianos, asi mismo el crecimiento y la dificultad
que sucede en las intervenciones y el desarrollo de diversos
procedimientos invasivos en cirugia, provoca que sea muy complicado su

eliminacion.

En el transcurso de la hospitalizacion de los pacientes existe un
problema renuente como la exposicibn a diversos microorganismos
patdgenos durante su hospitalizacion. La proximidad de tales agentes
infecciosos con los pacientes realmente no origina una enfermedad
intrahospitalaria, existen diversos agentes o causas que pueden afectar el
desarrollo de las infecciones que puede contraer un paciente a lo largo de
su tratamiento en un hospital, La trasmisién por uno de estos patdégenos
posiblemente sea inoculada por un cuerpo o materias resultante del
contacto con otros pacientes infectados y sea el centro de propagacion de

la infeccidn (infeccidn cruzada). La realizacion de un alto nivel de salubridad



y limpieza en toda &rea de trabajo asistencial es primordial para disminuir

la transmision de cualquier patdgeno infeccioso.

El implemento fundamental a fin de prevenir la propagacion de
patdgenos causantes de infecciones nosocomiales es el empleo adecuado

de desinfectante 2.

La limpieza y desinfeccion es la reduccion o eliminacion de
microorganismos de los dispositivos médicos, las superficies y el medio
ambiente, de manera que no puedan llegar a los sitios vulnerables para
causar una infeccion 1. Con el incremento del niimero de procedimientos
quirargicos y el desafio de las infecciones que puede contraer un paciente
a lo largo de su tratamiento en un hospital, la instauracién sobre procesos
de descontaminaciéon por medio de productos seguros y apropiados en el

entorno de atencion médica es obligatoria.

Se ha determinado el grado de contaminacion bacteriana en los
instrumentos quirdrgicos después de las operaciones y su reduccion por
limpieza y / o desinfeccién. Aproximadamente el 60 % de los instrumentos
usados transportaban < 101 microorganismos, el 80 % < 102 y el 90 % <

1032



Los instrumentos quirdrgicos predisponen a estar infectados por
agentes patégenos que habitan la piel y los 6rganos. Los instrumentos
quirdrgicos podrian actuar como fémites para los patégenos de la infeccién
del sitio quirdrgico, aun si el campo estéril no se encuentra aparentemente
infectado por bacterias 3. Las contaminaciones son principalmente
atribuibles a particulas en el aire que transportan microorganismos,
principalmente Staphylococcus aureus, que se asientan en las manos y los
instrumentos del cirujano 8. Las tasas de contaminacién en cirugia limpia,
son consistentemente aproximadamente del 1 al 2 % & en hospitales con
excelentes cuidados preventivos, pero que obviamente serdn mayores

donde no existen las condiciones de bioseguridad.

No limpiar ni desinfectar debidamente el equipo quirargico reutilizable
implica un peligro concomitante con el quebrantamiento de la barrera de
proteccion. El grado de desinfeccidn requiere del empleo establecido del
objeto: elementos criticos son el instrumental quirdrgico, (se usan en
cavidades y tejido estéril), articulos semicriticos (se usan en mucosas), y
los elementos que no son criticos (que solo usan la piel intacta) necesitan
procedimientos como la esterilizacidn, desinfeccion de elevado nivel y bajo

nivel, asi mismo. La limpieza es el primer procedimiento a realizar antes de



la desinfeccién y esterilizacién de elevado nivel que el personal de salud

debe considerar.

Por ello los resultados del estudio tiene el propdsito de demostrar la
eficacia de dos desinfectantes usados comuUnmente contra bacterias
nosocomiales para aportar una alternativa eficaz respecto a productos

estandarizados en servicio en la region.



1.1.

CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION

Descripcion del problema

La estadia del paciente durante su tratamiento en el hospital
tiene un nexo directo con las infecciones intrahospitalarias. Es asi
gue diversos estudios 22 evidencian que se constituyen un problema
mundial para la salud observando que los pacientes hospitalizados
tienen una frecuencia que va entre en un 5 a 10 % por lo que es
primordial identificar los agentes patdégenos relacionados, las
bacterias son las que tienen una alta relevancia epidemioldgica,
otros microrganismos menos habituales son los virus y hongos, pero
de igual consideracién en lo que a su atencion indica. Entre las
bacterias de mayor exposicion en las infecciones nosocomiales
estarian en primer lugar la Pseudomona aeruginosa. Actualmente es
un patébgeno de elevado efecto en las enfermedades
intrahospitalarias. Oscila en los paises como Espafia (10 %) y
EE.UU. (25 %). En segundo lugar, el Staphylococcus aureus, es un

Gram positivo que aprovecha el momento ideal, porque produce



afecciones en los pacientes, sobre todo cuando éste pasa por
episodios de vulnerabilidad vinculados a circunstancias atipicas que
disminuyen y alteran el sistema inmunolégico. pues produce
diversas enfermedades en la poblacion; sin embargo, dentro de los
hospitales es el “punto” ideal de esta bacteria, en donde tiene el
acceso con abundantes pacientes vulnerables, por enfermedades
graves, traumatismos o0 quemaduras serias u otras lesiones,
incluyendo las cirugias, o bien, porque les han sido realizado
tratamientos que debilita las defensas de la célula o el uso erréneo

del dispositivo médico en el paciente 3.

En nuestra region el Hospital Hipolito Unanue de Tacna, como
hospital de referencia en el afio 2018 se notificd un total 29 casos de
infecciones nosocomiales. Las areas mas afectadas fueron:
Neonatologia, Medicina, Gineco-Obstetricia, UCI, Cirugia debido a
pacientes con infecciones en el torrente sanguineo, tracto urinario,
neumonias, heridas operatorias asociados a la exposicion de los

procedimientos invasivos y/o quirrgicos 4.

La préactica en la Region muestra que en algunos paises hay

una oOptima atencién de IAAS en los servicios sanitarios, pero es



dificil de evaluar, existen datos nacionales de intentos aislados de
evaluacion en diferentes hospitales del Peru incluida nuestra region
gue muestran cifras que oscilan entre el 10 - 18 % de prevalencia
puntual. Aunque en el Hospital Hipélito Unanue de nuestra Regién
tiene un comité de infecciones intrahospitalarias y se realiza
constantemente la vigilancia de estas infecciones, es escaso los
datos que brindan las investigaciones que detallan las infecciones
intrahospitalarias de una manera clinica y epidemiolégica que
permita la ejecucidn de disposiciones de prevencion que tenga que

realizar el profesional de salud 4.

El Ministerio de Salud del Perq, toca estos temas en forma
organizada y sistémica y pone en funcionamiento multiples enfoques
como la conformacion de los comités de Infecciones
Intrahospitalarias y el establecimiento de las unidades de
epidemiologia en los establecimientos hospitalarios, el
entrenamiento al profesional de salud. Ademas, la implementacién
de nuevos métodos y normas con el objeto de desarrollar y fortalecer
la vigilancia, prevencién y control de las infecciones nosocomiales,
colaborando en mejorar la atencién de salud en los servicios

hospitalarios del pais 4.



En tales circunstancias, los hospitales tiene la obligacion en
disponer comités de vigilancia delegado a disponer programas
eficientes, con la finalidad de reducir la presencia de estas
afecciones nosocomiales que puedan afectar al personal del
establecimiento; los planes seleccionados tiene que permitir a
realizar actos concretos de vigilancia, conteniendo desde las mas
simple (por ejemplo, la utilizacidén de jabon liquido desinfectante cada

vez que se atienda un paciente y el aseo de las manos).

El implemento fundamental a fin de prevenir la propagacion
de patégenos causantes de infecciones nosocomiales es el empleo
adecuado de desinfectante 2 y esto ayuda al profesional sanitario
contar con un instrumento importante para eludir la propagacion de

patdgenos infecciosos.

Aunque los instrumentos quirdrgicos, materiales y las areas
en los servicios sanitarios son aplicados con desinfectantes, algunos
patdgenos pueden permanecer y propiciar problemas en el ambito
de salud publica. Hay investigaciones que indican una reaccion de

resistencia en los diversos organismos microscoépicos luego de la



limpieza y desinfeccion ®, la supervivencia o tolerancia a diversas
sustancias es una dificultad en los servicios de salud que esta
sucediendo a nivel global posteriormente del invento de los
antibiéticos. El uso de los antibiéticos sin un control y el empuje
selectivo realizado por los desinfectantes y productos antisépticos
ha causado una reaccion de resistencia que los adecua para eludir
con mucha eficacia la accion bactericida de varios agentes

desinfectantes ®.

Actualmente se procura explicar si existen mecanismos en
comun entre medicamentos antibacterianos, antisépticos vy
productos desinfectantes que les faculta a las bacterias y otros
agentes patdogenos a modificar genes que posiblemente generen
una menor susceptibilidad a los desinfectantes y antibioticos

provocando resistencia y tolerancia a estos agentes ”.

Los desinfectantes son un instrumento importante en los
hospitales y otras areas sanitarias para controlar la proliferacion de
gérmenes en distintas aplicaciones (esterilizar dispositivos médicos

y desinfectar areas y superficies).



1.2.

Numerosos informes explican la resistencia de las bacterias
después de la limpieza y desinfeccion al mostrar resistencia a tal
tratamiento, esto puede ser provocado por diversos métodos que
poseen los microorganismos para resistir o tolerar el efecto de los

desinfectantes.

Por lo que resulta util evaluar la eficacia de los agentes
existentes y/o buscar alternativas que ayuden a combatir los
microrganismos de alta patogenicidad, que contaminan el

instrumental médico quirdrgico.

Formulacién del Problema

1.2.1. Problema principal

¢, Cual es el efecto desinfectante de Clorhexidina comparada
con el efecto desinfectante del Polihexametileno Guanidina
(PHMB) en la formacién de colonias de Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC
25923 en superficies de material quirargico de acero

inoxidable?

10



1.2.2. Problemas secundarios

a)

b)

d)

¢, Cual es el efecto desinfectante de Clorhexidina en el
control de formacion de colonias de Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853 en superficies de material

quirargico de acero inoxidable?

¢,Cual es el efecto desinfectante de Clorhexidina en el
control de formacion de colonias de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 en superficies de material quirdrgico

de acero inoxidable?

,Cual es el efecto desinfectante de Clorhidrato de
Polihexametileno Guanidina (PHMB) en el control de
formacion de colonias de Pseudomona aeruginosa ATCC
27853 en la superficie de material quirdrgico de acero

inoxidable?

,Cual es el efecto desinfectante de Clorhidrato de

Polihexametileno Guanidina (PHMB) en el control de

11



f)

formacion de colonias de Staphylococcus aureus ATCC
25923 en la superficie de material quirirgico de acero

inoxidable?

¢ Existe diferencia significativa respecto a un grupo control
de Hipoclorito de Sodio en la densidad bacteriana y
mitigacion o eliminacion colonias de Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853 en la superficie de material

quirargico de acero inoxidable?

¢ Existe diferencia significativa respecto a un grupo control
de Hipoclorito de Sodio en la densidad bacteriana y
mitigacion o eliminacion colonias de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 en la superficie de material quirdrgico

de acero inoxidable?

12



1.3.

Justificacién e importancia de la investigacion

1.3.1.

1.3.2.

Social

Este estudio aporta con informacion importante sobre
la eficacia del efecto inhibitorio de la formacion de colonias de
Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus de dos
desinfectantes empleados en el ambiente intrahospitalario en
instrumental meédico quirdrgico, pues muchas veces los
protocolos de limpieza y desinfeccion no cumplen su finalidad
debido a la inadecuada utilizacion de las sustancias
desinfectantes, Los cuales tienen varios efectos adversos en
los pacientes que se someten a cirugia, como complicaciones
postoperatorias desfavorables, necesidad de tratamiento
adicional, estadia prolongada en el hospital e incluso

mortalidad.

Tedrica

El desarrollo de este estudio enriquece y actualiza el

conocimiento sobre la eficacia de la Clorhexidina y del

13



1.3.3.

Polihexametileno Guanidina frente a estas cepas, asimismo
de proporcionar antecedentes sobre las consecuencias
relacionadas con la existencia de estos patdgenos vy
proporcionara a futuros trabajos de investigacion se guien
para crear y poner en funcionamiento protocolos de limpieza
y desinfeccidn intrahospitalaria; lo cual reducira la posibilidad

de contraer algun tipo de infeccidn a ese nivel.

Metodoldgica

Para el avance de este trabajo se utilizaron
procedimientos estandarizadas en Microbiologia que hicieron
posible aislar e identificar a partir de cepas ATCC, para luego
realizar ensayos In vitro que determinaron el efecto inhibitorio
de colonias de Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus

aureus para prevenir la contaminacion de material quirdrgico.
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1.4

Alcances y limitaciones

El presente trabajo aporta y actualiza el conocimiento sobre la
eficacia de la Clorhexidina y del Polihexametileno Guanidina frente
a estas cepas y proporcionara a futuros trabajos de investigacion
para que se guien a crear y poner en funcionamiento protocolos de
limpieza y desinfeccion nosocomial; lo cual reducira la posibilidad de
contraer algun tipo de infeccion a ese nivel en nuestra region con
evidencia investigativa respecto a productos estandarizados y

proporcionar una alternativa para el uso de los desinfectantes.

La presencia de contaminacion de las muestras con otros
gérmenes. Para controlar dicho fendmeno se individualizara los

gérmenes por cultivos especializados.

La carencia de equipos, materiales para la realizacion de este

trabajo dificulta la investigacion al poner en riesgo de contagio por

trabajar con cepas peligrosas.

15



1.5.

Objetivos

1.5.1.

1.5.2.

Objetivo General

Comparar el efecto desinfectante de Clorhexidina y
Polihexametileno Guanidina en la inhibicibn de formacion
colonias de Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 vy
Staphylococcus aureus ATCC 25923 en superficies de

material quirdrgico de acero inoxidable.

Objetivos Especificos

a) Medir el efecto desinfectante de Clorhexidina en la
formacion de colonias de Pseudomona aeruginosa ATCC
27853 en superficies de material quirdrgico de acero

inoxidable

b) Medir el efecto desinfectante de Clorhexidina en la
formacion de colonias de Staphylococcus aureus ATCC
25923 en superficies de material quirdrgico de acero

inoxidable
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c)

d)

f)

Medir el efecto desinfectante de Clorhidrato de
Polihexametileno Guanidina en la formacién de colonias
de Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 en la superficie

de material quirargico de acero inoxidable

Medir el efecto desinfectante de Clorhidrato de
Polihexametileno Guanidina en la formacion de colonias
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 en la superficie

de material quirargico de acero inoxidable

Comparar con grupo control de Hipoclorito de Sodio, el
efecto desinfectante de Clorhexidina y Polihexametileno
Guanidina segun presencia de Pseudomona aeruginosa
ATCC 27853 y densidad bacteriana (unidad formadora de

colonias).

Comparar con grupo control de Hipoclorito de Sodio, el

efecto desinfectante de Clorhexidina y Polihexametileno

Guanidina segun presencia de Staphylococcus aureus
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1.6.

ATCC 25923 y densidad bacteriana (unidad formadora de

colonias).

Hipotesis

1.6.1. Hipo6tesis General

El efecto desinfectante de la Clorhexidina y Polihexametileno
Guanidina (PHMB) es estadisticamente diferente en la
inhibicion de colonias de Pseudomona aeruginosa ATCC
27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 en superficies

de material quirdrgico de acero inoxidable.

1.6.2. Hipotesis Especificas

a) El Polihexametileno Guanidina (PHMB) es mas efectivo en
el control y erradicacion de colonias de Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC
25923 en superficies de material quirdrgico de acero

inoxidable.
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b) La Clorhexidina es mas efectiva en el control y
erradicacion de colonias de Pseudomona aeruginosa
ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 en

superficies de material quirdrgico de acero inoxidable.

1.7. Variables

1.7.1. Variable X

e Contaminacion: Presencia de Pseudomona aeruginosa
ATCC 27853
e Contaminacion: Presencia de Staphylococcus aureus

ATCC 25923

Dimensiones

e Unidad de formacién de colonias (UFC)

e Densidad bacteriana por campo
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1.7.2. VariableY

e Desinfectante

Dimensiones

e Clorhexidina
e Polihexametileno Guanidina (PHMB)

e Grupo Control: Hipoclorito de Sodio
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1.7.3. Operacionalizacion de variables

Variable Definicion Deflnlc_:lon Dimensiones Indicador Técnica de verificacion Valor Escala
conceptual operacional
Prueba Bioquimica
UFC Cultivo (UFC)
Pseudomona i Presencia= 1
Presencia de aeruginosa ATCC Densidad por Ausencia—_o Nominal
. . 27853 campo : , =
Variable X gsrrgr?ir::?; en Microorganismos de (enumeracién Microscopia
uz sg ensayo bacteriana)
L q caracterizados Prueba Bioquimica
Contaminacion desarrollan en fenotinicamente UFC i
microbiolégica  colonias (UFC) P Staphylococcus ' Cultivo (UFC) .
aureus ATCC Densidad por IZresenc_la_—Ol Nominal
25923 campo Microscopia usencia=
(enumeracioén
bacteriana)
. Especificaciones del
L Clorhexidina Concentracion al producto y lavado con 50 ml 50 mi del Razon
Seleccion de 2 2% or 10 minutos producto
Variable Y Producto desinfectantes de Polihexametileno Es ecificaciones del
guimico capaz uso hospitalario L Concentracion al P 50 ml del .
de ser Guanidina 9% producto_y lavado con 50 ml producto Razon
-~ (PHMB) por 10 minutos
. bactericida vy
Desinfectante o .
bacteriostatico o . . L Especificaciones del
Seleccion de Hipoclorito de Concentracion al .
producto y lavado con 50 ml 50 ml Razon

producto control

sodio

0,5%

durante 5 minutos

Fuente: Elaboracion propia



2.1.

CAPITULO I

MARCO TEORICO

ANTECEDENTES DE INVESTIGACION

2.1.1. Antecedentes Internacionales

Saito et al. 8 el afio 2014 desarrollaron su estudio en la
Universidad de Tokio, denominado “Contaminacion microbiana de
instrumentos quirargicos utilizados para laparotomia”, su estudio fue
comparativo descriptivo donde realizd el examen microbiolégico en
140 pares de foérceps utilizados en 24 laparotomias electivas. Su
trabajo consisti6 determinar el riesgo de contaminacion de los
instrumentos quirdrgicos segun el tipo de instrumento y el
procedimiento quirdrgico. Teniendo como resultado que total de 66
cepas de microbios de 44 instrumentos recolectados (31 %), con
recuentos microbianos que oscilan entre 0 y 296 unidades
formadoras de colonias. Entre los microbios recuperados,
predominaron los cocos gramnegativos. Los microbios restantes
incluyeron 6 cepas de bacilos grampositivos y 4 cepas de bacilos

gramnegativos. Concluye que el instrumental quirdrgico tiende a



estar infectado durante las operaciones por microorganismos que
habitan la piel y los 6rganos, por consiguiente, podria actuar como
fomites para los patégenos de la infeccion en el area quirdrgica, aun
si el campo no esta aparentemente inoculado con estos patégenos,
mediante la aplicacion de practicas adecuadas que se adhieran a las

pautas de infeccidn del sitio quirargico.

Hopman et al. ° el afio 2018 realizo su estudio en Paises Bajos
denominado “Evaluacién del riesgo después de una infeccion
hospitalaria grave asociada a Pseudomonas aeruginosa productora
de carbapenemasa” en el cual evalud el riesgo de una infeccion
inesperada, grave y letal adquirida en el hospital causado por
Pseudomona aeruginosa en el entorno hospitalario del Centro
Médico de la Universidad de Radboud realizado en 11 pacientes
ingresados en la cirugia combinada cardiotoracica y pulmonar afirma
gue la resistencia de los bacilos gramnegativos esta surgiendo
rapidamente en todo el mundo y demostré que la transmision
plausible de Pseudomona aeruginosa existe una relacién de las

cepas del paciente en la ducha, lavamanos y muestra de aire.
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Forrester et al. 2 el afio 2018 en Estados Unidos, desarrollo la
investigacion denominada “‘Reprocesamiento de instrumentos
quirargicos en paises con recursos limitados: una revision del
alcance de los métodos, politicas y barreras existentes”. Realiz6 una
revision del alcance de los articulos en inglés en las bases de datos
de PubMed, Web of Science y Google Scholar para el
reprocesamiento de instrumentos quirdrgicos. A lo cual identifico
novecientos setenta y dos resumenes. La mitad discutio las
deficiencias en la capacitacion del personal. La esterilizacion (n = 38,
95 %), la verificacion de la esterilizacion (n = 19, 48 %) y la limpieza
y descontaminacién del instrumento (n = 16, 40 %) fueron las
practicas de reprocesamiento de instrumentos mAas comunes
examinadas. Refiere que las infecciones quirdrgicas son uno de los
importantes motivos de morbilidad y mortalidad en los paises de
ingresos bajos y medianos (LMIC) y Los instrumentos quirargicos
inadecuadamente reprocesados pueden ser un vector para
patdgenos. Existen grandes brechas entre las practicas de
reprocesamiento de instrumentos en los LMIC y las politicas /
procedimientos recomendados. Las areas de mejora identificadas
incluyen la limpieza y descontaminacion de los instrumentos, los

aspectos de esterilizacion del reprocesamiento de los instrumentos
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y la verificacién de la esterilizacion. La educacion y capacitacion del
personal responsable de los instrumentos de reprocesamiento y las
politicas y procedimientos realistas y definidos son fundamentales y

se prestan para mejorar las intervenciones.

Rutala et al. ' el afio 2004 en Estados Unidos, estudio la
“Desinfeccion, esterilizacion y antisepsia: principios, practicas,
temas de actualidad, nuevas investigaciones y nuevas tecnologias”
evidenciando que las intervenciones invasivas que lleva al contacto
por medio de un dispositivo quirargico con el tejido estéril o mucosas
de un paciente. El nivel de desinfeccion o esterilizacion va a
depender de su uso: critico (se usan en contacto con tejido estéril,
como instrumentos quirdrgicos), semicriticos (se usan en membrana
mucosa), y no critico (se usan en piel intacta) los articulos requieren
un proceso como desinfeccion de alto nivel y desinfeccion de bajo
nivel, proporcionalmente. La limpieza es el primer procedimiento
previo a la desinfeccion vy esterilizacion. Ademas, que los
antisépticos son esenciales para la prevenciéon de infecciones como
parte de un programa de higiene de las manos, asi como varios otros
usos, como la antisepsia quirtrgica de las manos y la preparacion

preoperatoria de la piel.
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Walczak et al. *?el 2014 en Polonia desarrollo la investigacion “El
efecto de los derivados del clorhidrato de polihexametilenguanidina
(PHMG) introducidos en la polilactida (PLA) sobre la actividad de las
enzimas bacterianas”. en el cual tuvo como objetivo investigar las
propiedades bactericidas de las peliculas de polilactida (PLA) que
contienen tres derivados diferentes del Hidrocloruro de
Polihexametileno Guanidina y el efecto de los derivados sobre las
enzimas hidroliticas extracelulares y las deshidrogenasas
intracelulares. Todos los derivados de PHMG tuvieron un efecto
bactericida ligeramente mas fuerte en Staphylococcus aureus que
en Escherichia coli, pero solo la cera de Polietiieno Granular de
PHMG (a una concentracién de al menos 0,6 %) tiene un efecto
bactericida. Los derivados de PHMG introducidos en PLA afectaron
en pequefia medida la actividad de las hidrolasas microbianas. Esto
significa que la introduccion de derivados de PHMG en PLA no
reducira significativamente su biodegradacion enzimética. Por otro
lado, los derivados de PHMG introducidos en PLA afectaron
fuertemente la actividad de las deshidrogenasas en Staphylococcus

aureus que en Escherichia coli.
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Oulé et al. 13 el 2018 en Estados Unidos, desarrollo la
investigacion “Desinfectante a base de Polihexametileno guanidina
clorhidrato: una nueva herramienta para combatir el Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina y las infecciones nosocomiales”, en
la cual prob6 la eficacia del Hidrocloruro de Polihexametileno
Guanidina, biocida antimicrobiano de la familia de la Guanidina,
frente a cepas de control de calidad de Staphylococcus aureus,
Pseudomona aeruginosa, Salmonella choleraesuis, S. aureus
resistente a la meticilina (MRSA) y Escherichia coli. La actividad
bactericida contra S. aureus, P. aeruginosa y Salmonella
choleraesuis se determind utilizando procedimientos de analisis y
con las modificaciones recomendadas por la Junta General de
Normas de Canada. Para MRSA y E. coli, la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Bactericida Minima para
calcular se utilizo la técnica de dilucion en caldo. Los experimentos
se llevaron a cabo a 20 grados C bajo un rango de condiciones que
incluian una concentracion variable de PHMGH (0,001 - 0,1 %),
tiempo de contacto (0,5 - 10 min) y tipo de agua (destilada, agua del
grifo y agua dura). Los valores del coeficiente de fenol determinados
con Staphylococcus aureus, Salmonella choleraesuis vy

Pseudomona aeruginosa fueron 7,5, 6,1 y 5 respectivamente. No
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importa qué tipo de agua se uso6 para hacer las diluciones, PHMGH
destruyd6 MRSA y Escherichia coli en concentraciones tan bajas
como 0,04 y 0,005 % (p / v), respectivamente, dentro de 1,5 min. El
modo de accién de la PHMGH se dilucid6 mediante microscopia
electronica de transmision: se rompid la envoltura celular, lo que
provocé una fuga de contenido celular en el medio. La finalidad de
esta investigacion es determinar que la PHMGH se puede usar como
un desinfectante inodoro, incoloro, no corrosivo e inofensivo para

instalaciones hospitalarias y domésticas.

Henao et al. * el afio 2017 en Colombia, desarrollaron la
investigacion “Evaluacion de la actividad antimicrobiana de dos
soluciones multipropositos comercializadas en Colombia frente a las
cepas de staphylococcus aisladas de la microbiota conjuntival”, en
la cual evaluaron el efecto antibacteriano de dos soluciones
multipropdsito  comercializadas en Colombia teniendo por
composicién al Polyhexametileno Guanidina confrontando con
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis obtenidas de
la conjuntiva de pacientes sanos, para la prueba en laboratorio se
tiene como referencia a la norma ISO 14729. Se evalla la actividad

antibacteriana de las dos soluciones multipropdsitos inhiben en el
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tiempo como sefala el laboratorio, teniendo méas de 3,0 log las UFC
de cada prueba con cada una de las bacterias estudiadas teniendo
una media de reduccion logaritmica para los dos patdgenos mayor
de 5,0 como requiere la norma ISO 14729, que proporciona una
inhibicion maxima al 99,9 % de las cepas. Las investigaciones del
efecto antibacteriano frente a otras soluciones teniendo el principio
activo PHMG como agente desinfectante cumplen con lo que
especifica y pide la norma ISO 14729 y lleva a cabo la perspectiva
en este desinfectante con una media de reduccion logaritmica mayor

de 3,0 en las cepas de S. aureus notando su eficacia.

Espitia, Holguin et al. > el afio 2007 en Colombia, realizaron
el Estudio in vitro de la capacidad de proliferacion de la bacteria
Pseudomonas Aeruginosa y la levadura candida albicans a los
materiales de lentes de contacto blandos y la eficacia antimicrobiana
de las soluciones de mantenimiento, en donde evaluaron la
capacidad de crecimiento y multiplicacion de la bacteria
Pseudomona aeruginosa en 5 distintas presentaciones de lentes de
contacto con materiales diferentes. Su trabajo indica que el agente
patdgeno puede incrementar con facilidad y tamafio con el material

Balafilcon A'y en menos proporcion en los demas lentes de la misma
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manera verificé la actividad antibacteriana de las soluciones de
mantenimiento codificadas como: solucion dymed (Polihexametileno
biguanida al 0,0001 %) esta solucidn es Optima contra Pseudomonas
aeruginosa, pues muestra una accion bactericida. La PHMB es un
desinfectante con carga positiva que tiende a adherirse
facultativamente a la pared celular de los fosfolipidos con carga
negativa provocando deterioro en la membrana, por ende, la muerte

celular.

Huérfano et al. 16 el afio 2011 en Colombia, desarrollaron la
investigacién Relacion entre resistencia bacteriana a antibioticos y
antisépticos mas usados a nivel hospitalario, evaluaron los
mecanismos de supervivencia de cepas multirresistentes a
antibacterianos (Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumonie)
frente a un antiséptico (alcohol glicerinado) y un producto con
excipiente de clorhexidina al 2 % a fin de fijar un nexo con la
resistencia a los antibacterianos y los productos desinfectantes.
Como resultado se determind una supervivencia frente al alcohol con
glicerina frente a Klebsiella pneumonie evidenciando un desarrollo
de 16 minutos. En el lado de Pseudomonas aeruginosa, presenta un

desarrollo aproximado de los cuatro minutos esto demuestra una
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tolerancia frente al antiséptico en estudio. ademas, en la apreciacion
con clorhexidina al 2 % se determina que hay una disminucién total
de Klebsiella pneumonie y la Pseudomonas aeruginosa presenta
mecanismos de resistencia mostrando crecimiento
aproximadamente en dos minutos se concluye que ambas cepas
examinadas muestran tolerancia y resistencia al usar alcohol
glicerinado por tal motivo es necesario una mejora en la formulacion
y produccién del antiséptico, Ademas establece que el desinfectante
de clorhexidina al 2 % es efectivo en Klebsiella pneumonie pues
elimina por completo el crecimiento bacteriano y . en cambio, existe
una tolerancia a la clorhexidina con Pseudomonas aeruginosa

mostrando crecimiento y desarrollo en dos minutos.

2.1.2. Nacionales

Mendoza 7, en 2018 realiza un estudio denominado “Eficacia
de dos desinfectantes de uso hospitalario frente a biopeliculas de
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus formadas sobre
acero inoxidable” fue de tipo comparativo. Determiné la actividad de
dos desinfectantes de uso nosocomial Dezavid (cloruro de

benzalconio 0,001 % y PHMB 0,009 %) y Supersafe-D (amonio

31



cuaternario de ultima generaciéon 0,25 %) frente a biopeliculas de
Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus desarrolladas en
materiales de acero quirargico. Concomitantemente comparé lo
mismo con un grupo control a base de Hipoclorito de Sodio (lejia) de
utilidad casera. Se sembrd una biopelicula contaminada con los
gérmenes en cuestion y luego de 6 dias mediante sumersién con
soluciones de 0,05, 0,10 y 1,00 % de Dezavid; Supersafe-D vy lejia
comun. A continuacién, se midié las UFC/disco comparando frente a
una solucién control sin desinfectante. Los productos con mejor
efecto fue el Dezavid 1,00 %; 0,10 % y Supersafe-D para S. aureus.
Para P. aeruginosa los mejores fueron Dezavid 1,00 % y Supersafe-
D. La lejia (1:20) demostro igualdad con el Dezavid 1,00 %; 0,10 %
y Supersafe-D frente a S. aureus. Para la bacteria Pseudomona
aeruginosa, la lejia (1:20) tuvo la misma accion que Dezavid® 0,10

%.

Arias 8, en el afio 2018 realiz6 su estudio denominado “Efecto
antibacteriano in vitro del Propdleo, Hipoclorito de Sodio y Gluconato
de Clorhexidina frente a Enterococcus faecalis y Staphylococcus
aureus”, fue de tipo comparativo. Determind la accion antibacteriana

y germicida in vitro del propdleo, lejia y un desinfectante a base de
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Clorhexidina contra las cepas de Enterococcus faecalis y
Staphylococcus aureus. En esta investigacion trabajo con 96 discos
de sensibilidad ordenados en doce placas de antibiograma que se
dividié en dos grupos. Guiada bajo norma de analisis de varianza
concluyendo que presenta una distancia estadisticamente
proporcional entre la accion antibacteriana frente a las cepas de
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis (P < 0,05),
demostrando que: la Clorhexidina 2 % con una media de halo de
20,68mm * 2,21 en los dos agentes, hipoclorito de sodio 4 % con
una media de 11,87mm % 2,26, Propéleo 30 % con una media de
11,02mm % 2,3. En conclusion, determina que la Clorhexidina tiene
un eficiente efecto antibacteriano frente al propéleo y la lejia ademas
tiene un efecto germicida contra enterococcus faecalis vy

staphylococcus aureus.
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2.2. BASES TEORICAS

2.2.1.

Etapas de la desinfeccién de materiales

Esta terminologia es empleada en los diversos puntos
para la vigilancia y prevencion de enfermedades (CDC) en los
documentos “Pautas para el Control de Infecciones
Ambientales en Salud-Instalaciones de Salud” *° y “Pautas
para la desinfeccion y esterilizacion en instalaciones de

atenciéon médica” 29,

a. Descontaminacion

La descontaminacion es el proceso para reducir o
eliminar los microorganismos de los dispositivos médicos,
las superficies y el medio ambiente, de manera que no
pueden llegar a los sitios vulnerables para causar
infecciones 21. Consiste en una limpieza a fondo sola o en
combinacion con desinfeccion o esterilizacion. El nivel de
descontaminacion debe ser tal que no exista riesgo de

infeccién al usar el equipo posteriormente.
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Los objetivos de descontaminacién son:

e Eliminar la materia organica, por ejemplo, Fluidos
corporales, alimentos y suelo, que pueden contener o
apoyar el crecimiento de organismos patégenos.

e Para evitar la acumulacion de polvo que puede
contener organismos patdgenos.

¢ Eliminacion de peligros quimicos.

Hace casi 40 afos, Spaulding 22 idedé una
justificacion con respecto al enfoque de descontaminacion
gue aun hoy utilizan los profesionales de control de

infecciones.

La eleccién del método depende de:

e Uso previsto del material

¢ Naturaleza de la contaminacion.

e Tiempo requerido para el procesamiento
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e Calor, presion, humedad y tolerancia quimica del
objeto.

¢ Disponibilidad del equipo de procesamiento.

b. Limpieza

Es la eliminacion de materiales extrafios, como
suciedad, grasa y materia organica (suero, sangre, pus o
material fecal). Esto reduce la cantidad de
microorganismos presentes, asi como el suelo. Es el
proceso importante en la descontaminacion. No existe un
anico agente de limpieza que pueda eliminar todos los
tipos de suelo. La limpieza se realiza generalmente
usando agua con detergentes o productos enzimaticos
para eliminar el material residual. Puede ser manual
usando friccion (frotar / restregar el area manchada con un
cepillo) y fluidos (fluidos a presién) o mecanicos usando
limpiadores ultrasonicos o lavadoras / desinfectadoras,
que pueden servir para reducir el tiempo de manejo y
contacto de los contactos del personal. A veces se

recomienda la desinfeccién general usando Hipoclorito de

36



Sodio al 0,5 -1 % (5000-10,000 ppm de Cl2) (lejia

domeéstica) o un desinfectante con actividad apropiada.

Los agentes de limpieza contienen las siguientes

propiedades:

e Saponificacion

e Emulsificaciéon

e Surfactacion

e Dispersion

e Peptizacion

e Ablandamiento del agua

e Enjuague libre y no toéxico.

La limpieza es esencial para cualquier dispositivo antes de
la desinfeccién y / o esterilizacion, ya que el material
organico puede desactivar los desinfectantes quimicos y
proteger a los microorganismos del proceso de
descontaminacién. Se ha demostrado que la limpieza
manual y mecdnica logra aproximadamente una reduccién

de 4-log!® en organismos contaminantes 23
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c. Desinfeccidn

Son procedimientos fisicos o quimicos con la
finalidad de lograr inhibir y también eliminar los gérmenes
de formas vegetativas en distintos materiales o

herramientas 24.

La desinfeccidn son mecanismos y maneras de matar e
inhibir diversos agentes patdgenos (excepto las esporas y
los priones bacterianos) de objetos, a un nivel que no es

perjudicial para la salud.

d. Desinfectante

Es una sustancia quimica que se coloca sobre

areas u objetos inertes, para eliminar los microorganismos

y asf evitar las infecciones 2.

Un desinfectante ideal tendria una alta actividad germicida

incluida las esporas. Unos pocos mataran las esporas

bacterianas con tiempos de exposicién prolongados.
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Tabla 1. Propiedades del desinfectante ideal

Propiedad

Descripcion

Amplio espectro

Poseer amplio efecto germicida y ser
eficiente contra diversos microrganismos.

Réapida accion

Tiene que provocar una destruccion eficaz.

No ser dafiado por diversos
factores del medio ambiente

En materia organica debe ser eficaz (sangre,
esputo, heces) y poder combinarse con
detergentes y diversas sustancias quimicas.

No toxico

No tiene que ser lesivo para la piel.

Compatibilidad con diversas
superficies

No dafiar materiales metales,

plasticos, gomas, etc.

como

Sin olor

Tener olor suave o ser inodoro.

Que no sea costoso

El precio tiene relaciéon con la preparacion y
la segurudad al usar.

Estabilidad

En la concentracién y dilucién en uso.

Limpieza

Tener buenas caracteristicas de limpieza.

Facil de manipular

La complicado en la preparacion y uso
puede establecer dificultad en el usuario.

No toxico en las superficies

Tiene que degradarse facilmente y al usarlo
que no provoque irritacion en la piel,
mucosas otras reacciones adversas.

Soluble en agua

Para poder desechar el desinfectante.

Fuente : Rutala W. Selection and use of desinfectants in health care. In: Mayhall.
Hospital Epidemiology and Infection Control. Maryland: G. Baltimore. 1996 26,
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e. Esterilizacion

Es un proceso disefiado para erradicar diversas
formas viables de vida microbiolégica, incluidos virus,
esporas producido por bacterias y micobacterias de la
superficie de un articulo o en un fluido para prevenir la
transmision de enfermedades asociadas con el uso de ese
articulo. Sin embargo, desde la década de 1950, ha habido
un aumento en los dispositivos fabricados con plasticos
gue requieren esterilizacion a baja temperatura. La
esterilizacion exitosa depende de los tres elementos

interdependientes de la triada de esterilizacion:

e Contacto intimo y adecuado entre el esterilizante y
todas las superficies del dispositivo

e Minimizacion de la carga bioldgica (suelo) (limpieza
a fondo)

e Equipo de esterilizacion y esterilizacidon validado y
apropiado para lograr la combinacion correcta de

temperatura y esterilizacion.
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Cuando se realiza correctamente los
procedimientos en la desinfeccion nos asegura el uso

seguro de material médico.

2.2.2. Compuestos quimicos en desinfeccion

a. Clorhexidina

Es un antiséptico quimico, eficaz contra
microrganismos con tincion positivas y negativas con
efecto de accion tanto bactericidas como bacteriostaticos.
Este agente no tiene efecto en las esporas, bacilos de la
Tuberculosis y solo tiene un efecto limitado en los virus. La

Clorhexidina esta disponible en varias concentraciones 2.

Mecanismo de accién: Su absorcién es por difusion
pasiva mediante la membrana celular, es de efecto rapido
en bacterias, hongos vy levaduras. A minimas
concentraciones proporciona una variacion negativa de la

permeabilidad osmoética y una disminucion proteinas
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enziméticas del periplasma. En concentraciones elevadas

produce alteraciones de las proteinas y acidos nucleicos.

Efecto: son bactericidas y fungicidas y de efecto virucida

variable.

Ventajas y desventajas:

= Su efecto bactericida proporciona un amplio espectro

germicida y se puede trabajar si hay materia organica.

* Presenta una accion prolongada y rapida accién

germicida.

= Se absorbe poco en la piel y provoca minimas
reacciones alérgicas. Salvo el uso con
concentraciones elevadas es posible la aparicion de

reacciones adversas topicas 8.
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Concentraciones de uso:

Tiene usos a diferentes concentraciones. Como
antiséptico de la piel existe presentaciones al 4 y con
excipientes detergentes al 2 % para la desinfeccion y
limpieza corporal antes de la cirugia del paciente ademas

del lavado de las manos 2°.

Hipoclorito de Sodio

Es eficaz para tratar el derrame de sangre y el
riesgo de transmision de virus (por ejemplo, hepatitis viral).
Es un oxidante fuerte y altera las reacciones oxidativas de
las bacterias al liberar el Cloro para dafiar las paredes
celulares de las bacterias. Las bacterias se matan en 1
minuto. Los hongos y los virus son extremadamente
susceptibles, pero los bacilos de la tuberculosis son mas
resistentes. ElI compuesto puede ser corrosivo
dependiendo de la concentracion de metales, algunos
plasticos y telas, y debe eliminarse a fondo después.

También es inactivado por la materia organica 2.
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Mecanismo de accion:

Proporciona un efecto inhibitorio de los procesos
enziméaticos, las proteinas comienzan a desnaturalizarse

ademas los acidos nucleicos se inactivaran y precipitaran.

Efecto:

Contra virus, hongos, bacterias.

Ventajas y desventajas:

El efecto es inmediato, ademas de un costo

econdémico para obtenerlo y practicidad al manejarlo.

Contiene actividad desodorizante.

El gran inconveniente es que al contacto es

corrosivo y es inerte al usar cuando hay materia organica,

desencadena efectos adversos en las mucosas, ademas

gue se polimeriza al exponerlo al sol afectando su

actividad.
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c. Glutaraldehido

Rapidamente (tiempo de desinfeccion de 10
minutos) destruye las bacterias y los virus rapidamente
vegetativos (incluyendo la hepatitis B, el VIH), pero solo es
lentamente efectiva contra las esporas y las
micobacterias. El Glutaraldehido actia por proteinas
celulares desnaturalizantes. Es relativamente economico
compatible con diversos materiales. Sin embargo, el vapor
de Glutaraldehido puede causar irritacion respiratoria,
tiene un olor acre, causa dermatitis alérgica de contacto y
ademas coagula la sangre. La mayoria de los dispositivos
(por ejemplo, endoscopios) sensibles al calor se
desinfectan por inmersién en Glutaraldehido al 2 % o un

equivalente.

d. Clorhidrato de Polihexametileno Guanidina

Los Oligbmeros de Olyguanidine, en particular el

oligbmero de polihexametilenbiguanida, se utilizan de

forma extensa y segura como desinfectantes y biocidas. El
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efecto bactericida del PHMB se atribuye a su accion con
los componentes de la membrana del sétano. Sin
embargo, las estructuras moleculares detalladas y los
componentes de los Oligdmeros de Poliguanidina son
todavia vagos y aun no se han aprendido. Wei et al
prepard un Oligdmero de Polihexametileno Guanidina por
policondensacion de Hexametilendiamina y Clorhidrato de
Guanidina, y su estructura molecular y sus componentes
se analizaron en detalle utilizando una espectrometria de
masas de tiempo de vuelo por electrospray (ESI-TOF-MS).
Se determinaron siete tipos de estructuras moleculares de
PHMG, incluidos tres tipos lineales y cuatro ciclicos o
ramificados, y sus contenidos relativos variaron con las
condiciones de reaccion. Ademas, se investigo la relacion
entre la actividad antibacteriana y la media del peso
molecular (Mw) de PHMG. Los resultados mostraron que
una solucién acuosa de PHMG (Mw> 640) a una
concentracién tan baja como 1,0 ppm mostré una tasa

antibacteriana por encima del 90,0 % 2°.
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Mecanismo de accion:

El Polihexametileno Guanidina, es un polimero con
carga positiva. Es por eso que al tener diferencia de carga
eléctrica sucede un efecto magnético con el agente
patogeno. Provocando que el polimero se adhiera al
microorganismo Yy rodeando la superficie de la bacteria
formard una capa muy delgada e impenetrable que
impedira el intercambio de oxigeno, sustancias
alimenticias incluso el cambio de sustancias alimenticias
gue pasan en la membrana. El microorganismo buscara la
manera de liberarse y en su interior ocasiona un aumento
de presion produciendo que su membrana precipite y

produzca la muerte del microorganismo 2°.

Tiene efecto bactericida, virucida, fungicida, esporicida 3.

Ventajas y desventajas:

Efectivo contra gérmenes que causan infecciones

intrahospitalarias. No dafia los objetos tratados, no
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decolora el tejido, no fija la suciedad organica y no

provoca la corrosion de los metales.

Las soluciones del producto no son inflamables,
explosivas ni dafiinas contra el medio ambiente. Ademas,
no tiene accion de resorcion a través de la piel y

desensibilizacion 32.

Concentraciones de uso:

En el mercado encontramos presentaciones al 9 %.

Necesita un tiempo aproximado de 10 minutos para tener

una desinfeccion de alto nivel mediante sumersion 31,

2.2.3. Bacterias en estudio

2.2.3.1. Pseudomona aeruginosa

Las infecciones intrahospitalarias mas recurrentes con

bacterias con resistencia y tolerancia ademas con peor

pronostico, son ocasionadas por Pseudomonas aeruginosa.
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Este agente patdgeno tiene la facultad de adaptarse a
situaciones que no le favorecen como el pH y la osmolaridad
de la orina. Son microorganismos que principalmente
producen infecciones en atencion de salud y en personas
inmunodeprimidas. Es oportunista porque tiene varios
mecanismos de patogenicidad, inclusive resistencia y
tolerancia a los antibacterianos es por eso que dificulta el

tratamiento de estas afecciones 33.

Las infecciones causadas por este organismo
farmacorresistente son complicadas de realizar tratamientos

por eso su incremento en la morbilidad y la mortalidad 34.

La capacidad adquirida para plantear infecciones
mediante la manipulacion de las interacciones de patégenos
del huésped. La resistencia a los antibidticos este patdgeno
representd una amenaza al siguiente nivel al limitar la eficacia
de los antibiéticos aprobados para usos clinicos. A menudo,
estos mecanismos existen simultdneamente, lo que confiere

resistencia combinada a muchos antibidticos 2°.
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Es un miembro del género Pseudomonas, Es una
bacteria aerobia gramnegativa, varilla movil, no formadora de
esporas, oxidasa positiva y no fermentadora de lactosa.
Debido a la produccién de pigmentos solubles en agua como
la piroidina que es un pigmento fluorescente de color verde
amarillento y la pirocianina que es un pigmento azul verdoso,

es facilmente detectable en el agar 6.

Se encuentra en el ecosistema del suelo, el agua y
también se asocia con la infeccion de plantas, animales y

humanos 2.

La colonizacion humana comienza dentro del tracto
gastrointestinal, y posteriormente se propaga a sitios
cutdneos humedos como el perineo y la axila. Como grupo,
tienen condiciones nutricionales insignificantes para su
crecimiento; a menudo solo necesita acetato y amoniaco
como fuente de carbono y nitrégeno, respectivamente.
Ademas, puede desarrollarse anaerébicamente y obtiene
alimento de la oxidacion de los azucares. Este requisito

nutricional minimo le permite crecer en entornos marginales,
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como las superficies secas de los quiréfanos, habitaciones de
los hospitales, las clinicas y los equipos médicos, asi como
los lavamanos, las duchas e incluso la contaminacion de agua

destilada 8.

Esta involucrada en una variedad de infecciones
adquiridas en el hospital que van desde una neumonia
asociada a un ventilador hasta una infeccion en el torrente
sanguineo. Es el cuarto patdgeno nosocomial mas
comunmente aislado, es la segunda causa mas comun de
neumonia y el tercer causante de infeccion del torrente

sanguineo °,

Componentes estructurales

Esta bacteria tiene la caracteristica de provocar un

extenso margen de afecciones causado por factores de

patogenicidad que tiene 49,

a) Factores de patogenicidad relacionado con la

bacteria:
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El flagelo que le otorga movimiento a la célula, el
flagelo tiene la proteina flagelar FliD, que le da al

microrganismo la posibilidad de adherirse.

Tiene una proteina con caracteristica de
flagelos (FIiC), que le proporciona la secrecion de
sustancia peptidica antimicrobiana que causara la
liberaciébn de trampas extracelulares mediadas por

neutroéfilos.

Para evitar la respuesta inflamatoria la bacteria elimina
el orden del gen que se encarga de codificar la flagelina

transformandolo a una cepa mucoide.

Este agente patdgeno posee un pili del tipo IV con lo
que podra adherirse y tener otro tipo de mecanismo de
movimiento llamado “swarming”. provocando dafo y

proliferacién de la bacteria 0.
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b) Factores de patogenecidad secretados por la bacteria:

e Forma una céapsula extracelular de alginato que le

permite evadir la fagocitosis del sistema inmunoldgico.

e Produce dos tipos de biopelicula:

» La adherencia inicial presenta una lamina prolija de
estos agentes en la superficie.
» La maduracion esta relacionada con agregados

celulares inmersos a la base de la biopelicula 4°.

Toxinas:

e Exo A: Impide el metabolismo de las proteinas y provoca

la muerte celular
e EXxo T: provoca demora en la cicatrizacién de las heridas.
e Exo S: Es una manera de evasion de la fagocitosis.
e Exo U: Ocasiona la muerte por apoptosis.
e EXxo Y: Provoca la inhibicién de la fagocitosis y el aumento

en la permeabilidad endotelial “°.
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Metabolismo:

Es aerobio, catalasa positiva y oxidasa positiva,
Considerado un patégeno oportunista. Es un microorganismo
gue tiene la capacidad de poder desarrollarse en condiciones
minimas de O2. Vive a baja cantidad de micronutrientes y

desarrollarse en temperaturas hasta 42 °C 4%,

La mayor parte se desarrolla en medios minimos, sin
medios alimenticios de crecimiento, utlizando los
componentes de amonio para obtener el nitrégeno y para

obtener el carbono y energia lo metaboliza de la glucosa 4*.

Epidemiologia:

Lo encontramos en la piel especialmente de las zonas
axilar y anogenital, en minimas proporciones esta presente en
las o también que se le esté tratando con medicamentos
antibacterianos. Este agente patdégeno esta presente en los
lavamanos, las soluciones antisépticas y los recipientes para

orina que se utilizan en los hospitales 42.
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Los pacientes que se encuentran hospitalizados
contraen estas infecciones con esta bacteria por fuentes
externas e internas, pues un promedio de 5 a 10 % de las

pacientes lo trae en el tracto respiratorio y gastrointestinal 3.

Patogenia

Para que esta infeccion por este patdogeno se desarrolle

existen factores propician su evolucién, como:

¢ Enfermedades malignas
e Hematoldgicas y

e Metabdlicas.

Esta infeccidbn nosocomial se presenta en pacientes
que le realizaron procedimientos instrumentales o
tratamientos que se tenga que aplicar como cateterismo
uretral, traqueotomias, puncién Ilumbar e infecciones

intravenosas.
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El tratamiento prolongado con medicamentos
inmunodepresores, antibacterianos, corticoides y terapias de
radiacion provoca que el paciente sea susceptible infecciones

por Pseudomona aeruginosa.

Es un agente patdgeno que ataca el tracto respiratorio
en pacientes con fibrosis quistica. Ademas, aparece en
infecciones de heridas y quemaduras, como signo

caracteristico la presencia de pus de color azul verdoso.

Provoca neumonia necrosante: reportando mas en

pacientes hospitalizados con VIH y neumonia bacteriana 3.

2.2.3.2. Staphylococcus aureus

Es una bacteria grampositiva que se encuentra un 20
a 30 % en las personas sanas. Las medidas de transporte de
S. aureus en la piel alcanzan el 30 a 100 % 44 Existen
diversos factores de virulencia que especifica su
patogenicidad y supervivencia antibacteriana, como las

toxinas secretadas, enzimas y antigenos %°. Estos factores
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ocasionan que este patdgeno evite las defensas del paciente

46

Puede portarse como un superantigeno comun para
activar las células T. Estos no necesitan procesarse y pueden
adherirse a la superficie de la molécula de clase Il del
complejo  principal de  Histocompatibilidad (MHC)

ocasionando una estimulacién de células T policlonales #’.

Componentes estructurales:

e Biofilm. Estas bacterias fabrican una pelicula polisacéarida
extracelular llamada biofilm o biopelicula. Esta ayuda a las
cepas bacterianas a adherirse a distintas superficies 4.

e Capsula. Es una capsula mucoide, que le proporciona la
facilidad de adherirse a distintas células y darle la
capacidad de evitar la fagocitosis.

e Moléculas de adhesién. Son proteinas que produce en
su superficie y le permite la adherencia a los tejidos del

hospedero “°.
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Enzimas. Desarrolla diversas exoenzimas, proteinas de

membranas activas y toxinas involucradas en el desarrollo

de la enfermedad.

Coagulasa: Convierte el fibrinbgeno en fibrina,
provocando la coagulacion del plasma, y por ende el
desarrollo de sepsis y abscesos.

Catalasa: Degrada el peroxido de hidrégeno lo que le
permite evitar la fagocitosis.

Hialurodinasa: degrada el acido hialurénico lo que
facilita la propagacién de la infeccion.

Lipasas, nucleasas y proteasas: Estas destruyen los
tejidos, ademdas hidrolizan los acidos nucleicos y
estafiloquinasas

Endonucleasas/DNasas: hidrolisis de DNA.
B-lactamasa: Anula la penicilina hidrolizando el anillo

B-lactamico “®.

Toxinas
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= Hemolisina: Existen cuatro hemolisinas como: alfa,
beta, gamma, delta, son capaces de realizar hemalisis
y citdlisis.

» Latoxina Panton-Valentine

» Toxinas exfoliativas o epidermoliticas

= Las enterotoxinas “8.

Metabolismo

Es oxidativo/fermentativo, catalasa-positivo y puede
producir alimentos de diversos carbohidratos en ambientes
aerdbicos, con la siguiente liberacion de acido acético con
minimas cantidades de bioxido de carbono; en condiciones

anaerobias, el producto final es el acido lactico °°.
La temperatura de desarrollo es de 35 a 40 °C y el pH
perfecto esta en el rango de 7,0 y 7,5 pero es posible que

soporten pH extremos 5.

Epidemiologia
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2.2.4.

Es un agente patdgeno que es saprofito, esta presente
en la piel como flora natural, pero cuando las defensas de la
piel disminuyen puede provocar la enfermedad. El grupo con
mas probabilidad a contraer son los pacientes hospitalizados

o inmunocomprometidos °.

Patogenia

Una caracteristica de esta bacteria es la infeccion

directa a través de la piel y mucosas, normalmente se

localizan en los tejidos blandos.

En las heridas, suturas quirdrgicas, catéteres

intravenosos 0 urinarios y proétesis valvulares exista unos

cuerpos extrafios puede provocar un estado de

inmunodepresion local y desarrolla la infeccién 2.

Cepa ATCC

Lascepas ATCC  (American  Type  Culture

Collection) son agentes patégenos certificados que podemos
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emplearlo en los andlisis de calidad en Ilaboratorios
microbiologia y es usado en ramas como la clinica,
alimenticia, farmacéutica, cosmética o ambiental. Sus
propiedades genotipicas y fenotipicas proporcionan una
identificacion del microorganismo y al poseer esta
documentacion, el personal de laboratorio evitara realizar
pruebas para la identificacion de las bacterias, esto nos lleva
a realizar trabajos de investigacion en menos tiempo y

minimos recursos °3.

Estas cepas se utlizan en los laboratorios de
microbiologia con el propésito de:
e Examinar la naturaleza de los medios de cultivo.

e Permite validar los estandares microbioldgicos 4.

2.2.4.1. Cepa Pseudomona aeruginosa ATCC 27853

Es un cultivo puro que certifica que tiene las
caracteristicas Morfologicas, Bioquimicas y moleculares

como.
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e Tener una elevada resistencia y tolerancia a diversos
antibioticos existentes y ademas por su caracteristica de
tener mecanismos de resistencia durante la administracion
de antibacterianos es por eso que se utiliza en estandares
de desempefio para las pruebas de susceptibilidad a los

antimicrobianos en disco.

e Ser microorganismos de prueba para medios de cultivo de
uso comun (dando informacion sobre el medio de cultivo,
condiciones de cultivo, microorganismos de prueba,
namero de coleccion de cultivos de organismos de prueba

y las reacciones esperadas) *°.

2.2.4.2. Cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923

Es una cepa que certifica que tiene las caracteristicas
Morfolégicas, Bioquimicas y moleculares para usos de
pruebas de medios, control cualitativo de la prueba CAMP,
pruebas de agar Mueller, examenes de control de productos

lacteos, difusion en disco y otros 5.
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

3.1. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

3.1.1.

Tipo de Investigacion

Segun laintervencion del investigador

El presente estudio es comparativo cuyo objetivo es
estudiar variables que pertenecen al mismo grupo pero que

diferencian en algunos aspectos °°.

Segun la planificacion de las mediciones

Es prospectivo, porque la obtencion de los datos fue realizada

por el propio investigador (datos primarios) para el mayor

control del sesgo 6.



3.1.2.

3.1.3.

Segun el niumero de mediciones

Es longitudinal porque la variable es medida en dos o mas

ocasiones. Es por eso que se realiza comparaciones 6.

Segun el numero de variables

es analitico, porque se analiza mas de una variable 6.

Nivel de Investigaciéon

Es explicativa debido a que explicare el

comportamiento de una variable en relacion de otra con la

relacion causa — efecto 6.

Disefio de Investigacion

Es comparativa, ya que permite, la diferenciacion de

fendbmenos, con la intension de establecer semejanzas y

diferencias entre ellos 6.

64



3.2.

POBLACION Y MUESTRA

3.2.1.

3.2.2.

Poblacién

La poblacion de estudio es el conjunto de siete
instrumentos quirdrgicos mas usados en procedimientos de

cirugia.

Muestra

Se realiz6 una muestra intencional (a conveniencia) por

siembra microbioldgica distribuida de la siguiente manera:

Se escogio siete instrumentos quirdrgicos mas usados
en procedimientos quirdrgicos. La seleccion del material a ser
muestreado fue intencional seleccionando los materiales en
el siguiente orden:

Instrumentos de Cirugia General:

e Tijera de mayo recta

e Tijera de mayo curva
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e Pinza de diseccion sin dientes
e Pinza de diseccion con dientes
e PinzaKelly

e Pinza Judo-Allis

e Escalpelo

3.2.3. Criterios de Inclusion y exclusion

3.2.3.1 Criterios deinclusiéon

e Material de acero inoxidable quirdrgico.

e Material mas usado y que cuente principalmente con
mediana dificultad de acceso (engranajes).

¢ De uso manual en acto quirdrgico

e Material que tenga contacto directo con organismo del
paciente.

e Material reutilizable.

66



3.3.

3.2.3.2 Criterios de exclusidn

e Material con incrustaciones de otro material que no sea
acero quirurgico.

¢ Material desechable.

Técnicas e instrumentos para la recoleccidon de datos

La metodologia sera en ensayo experimental del laboratorio
de Microbiologia de la escuela profesional de Biologia -
Microbiologia de la Universidad Nacional “Jorge Basadre

Grohmann”.

Se adquirird el material quirdrgico experimental en las
unidades planteadas. Se realizaran los medios, cultivos y lecturas

con ayuda de bidlogo (a) con experiencia en laboratorio.

3.3.1. Microrganismos de ensayo

a. Staphylococcus aureus, cepa (ATCC 25923) clinica

obtenida del cepario del laboratorio de microbiologia de la
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escuela profesional de biologia — microbiologia de la

Universidad Nacional “Jorge Basadre Grohmann”.

b. Pseudomona aeruginosa, (ATCC 27853) cepa clinica
obtenida del cepario del laboratorio de microbiologia de la
escuela profesional de biologia — microbiologia de la

Universidad Nacional “Jorge Basadre Grohmann”.

3.4. Materiales y/o Instrumentos

3.4.1.

Materiales

Instrumentos de Cirugia General:

» Tijera de mayo recta

= Tijera de mayo curva

» Pinza de diseccion sin dientes
» Pinza de diseccion con dientes
» Pinza Kelly

* Pinza Judo-Allis

= Escalpelo
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Materiales y reactivos de cultivo

Agua peptona bufferada

Agar Tripticasa de soya (TSA)

Agar sangre

Agar Manitol Salado

Equipos

e Autoclave

¢ Incubadora o estufa digital

e Balanza digital

e Agitador vortex

e Micropipetas de 100-1000

e Placas petri estériles 15 x 100 mm

e Viales de vidrio
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3.4.2. Instrumentos

Se registraran los datos en fichas estructuradas donde
se anotara las caracteristicas de presencia y crecimiento de

bacterias

3.4.3. Procedimiento de recojo de datos

a. Caracterizacion fenotipica de microorganismos Cultivo en

Agar Tripticasa Soya (TSA) incubado a 37 °C por 24 horas.

e Pruebas bioquimicas para Staphylococcus aureus
ATCC 25923
i.  Coloracion Gram
ii. Prueba de catalasa
iii. Prueba de la coagulasa
iv.  Crecimiento en Agar sangre

v.  Crecimiento en Agar manitol salado

e Pruebas bioquimicas para Pseudomona aeruginosa

ATCC 27853
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i.  Coloracion Gram
ii.  Cultivo de oxidasa
ii. Cultivoa42°C
iv. Agar TSI

v. Utilizacion de citrato

Sembrado o inoculacion en instrumental en zonas de facil

y dificil acceso.

El material fue previamente esterilizado en acetona por 10
minutos y etanol. El material luego serd colocado en

autoclave durante 15 minutos a 121 °C.

= Se prepara la suspension bacteriana mediante el
estandar de Mc Farland.

= Se colocard muestra bacteriana en medio de
suspension donde se sumergira instrumental.

= Se dejara por 15 minutos.

» Se verifica laimpregnacion bacteriana y se realizara un

hisopado a cada instrumento.
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c. Tratamiento con desinfectantes

Cada pieza sera tratada mediante sumersion con

cada uno de los desinfectantes mas un grupo control con

hipoclorito de sodio y un segundo grupo control sin ningun

producto.

d. Densidad bacteriana

1. Se calculara las Unidades Formadoras de Colonias

2. Determinacion de porcentaje de reduccion de colonias

e Reduccién logaritmica = Log [NO]-Log [N]

e No=conteo de UFC/instrumento previo (control)

e N: Conteo de UFC/después de tratamiento con

desinfectante

3.5. Técnicas en Andlisis de Datos
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Los resultados obtenidos se procedio a digitar en un programa
de base de datos en tabla Excel con codificaciones numeéricas. Se
empleara el sistema de datos SPSS version 21 para la elaboracion
de las tablas de contingencia y pruebas estadisticas. Se calculara
medidas de tendencia central (Media y Mediana) y medidas de
dispersion (Desviacion estandar e intervalos de la media). Se
elaboraran graficas de error con un intervalo de confianza del 95 %.
Las eficacias de los desinfectantes en estudio se mediran mediante
reduccion logaritmica. Se contrastaran los valores de los 4 grupos (2
de los desinfectantes y 2 de grupos control) mediante contraste de
medias. Asimismo, se utilizara el analisis ANOVA para el contraste

intragrupos. Se considerara un valor p significativo menor de 0,05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. RESULTADOS

Tabla 2. Reduccién logaritmica y porcentaje de reduccion de la

Clorhexidina al 2 % para Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

Bacteria Control UEC después
Pseudomona UFC/Gérmenes del P Reduccién % de
aeruginosa adheridos al tratamiento Logaritmica reduccion
ATCC 27853 instrumento
Clorhexidina 2 %

Instrumento 1 3,8 x 107UFC 1 UFC 7,579783597 99,9999974
Instrumento 2 3,5 x 107 UFC 2 UFC 7,243038049 99,9999943
Instrumento 3 4,3 x 107 UFC 0 UFC 7,633468456 99,9999977
Instrumento 4 2,8 x 107UFC 19 UFC 6,16840443 99,9999321
Instrumento 5 8,7 x 108 UFC 0 UFC 6,939519253 99,9999885
Instrumento 6 3,0 x 107UFC 1 UFC 7,477121255 99,9999967
Instrumento 7 5,8 x 108 UFC 1 UFC 6,763427994 99,9999828

Fuente: Programa Excel 2016

Interpretacion:

En la presente tabla se observa la reduccién logaritmica conseguida
con Clorhexidina para Pseudomona aeruginosa ATCC 27853. En los siete
instrumentos explorados, las UFC fueron muy baja a excepcion del
instrumento cuatro, que estuvo ligeramente elevada pero que cuya
diferencia no es significativa por ser muy reducida. El porcentaje de
reduccién de las UFC en todos los instrumentos fue superior al 99 %.



Tabla 3. Reduccion

logaritmica y porcentaje de

reduccion del

Polihexametileno Guanidina al 9 % para Pseudomona aeruginosa ATCC

27853.
Bacteria Control
Pseudomona UFC/Gérmenes UFC después del Reduccién % de
aeruginosa adheridos al tratamiento Logaritmica reduccion
ATCC 27853 instrumento
Polihexametileno
Guanidina 9 %
Instrumento 1 3,8 x 107UFC 1 UFC 7,579783597  99,99999737
Instrumento 2 3,5 x 107 UFC 0 UFC 14,54406804  99,99999999
7

Instrumento 3 43 x107UFC 1 UFC 7633468456  99,09999767
Instrumento 4 2,8 x 107 UFC 0 UFC 14,44715803 99,99999999
Instrumento 5 8,7 x 106 UFC 0 UFC 12,93951925 99,99999999
Instrumento 6 3,0 x 10’UFC 0 UFC 14,47712125  99,99999999
Instrumento 7 5,8 x 106 UFC 0 UFC 12,76342799  99,99999999

Fuente: Programa Excel 2016

Interpretacién:

En la siguiente tabla se observa la reduccion logaritmica conseguida
con Polihexametileno Guanidina 9 % para Pseudomona aeruginosa ATCC
27853. En los siete instrumentos explorados, las UFC post tratamiento fue
muy baja. El porcentaje de reduccién en todos los instrumentos fue

superior al 99 %.
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Tabla 4. Reduccién logaritmica y porcentaje de reduccién del Hipoclorito
de Sodio 0,5 % para Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

Bacteria .

Pseudomona Contrc;ldtdgrci:éoGse;rFenes UFC después Reduccion % de

aeruginosa instrumento del tratamiento Logaritmica reduccion
ATCC 27853
Hipoclorito de

sodio 0,5 %

Instrumento 1 3,8 x 107UFC 0 UFC 14,5797836 99,999999
Instrumento 2 3,56 X107 UFC 0 UFC 14,54406804 99,999999

7

Instrumento 3 4,3 X 107UFC 0 UFC 14,63346846 99,999999
Instrumento 4 2,8 X 107 UFC 0 UFC 14,44715803 99,999999
Instrumento 5 8,7 X 108 UFC 0 UFC 12,93951925 99,999999
Instrumento 6 3,0 X 107 UFC 0 UFC 14,47712125 99,999999
Instrumento 7 5,8 X 106 UFC 0 UFC 12,76342799 99,999999

Fuente: Programa Excel 2016

Interpretacién:

En la siguiente tabla se observa la reduccién logaritmica conseguido
con Hipoclorito de Sodio 0,5 % para Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.
En los siete instrumentos explorados, las UFC post tratamiento fue nula. El
porcentaje de reduccién en todos los instrumentos fue superior al 99,99 %.
La eficacia fue mayor comparado con Clorhexidina 2 %

y con

Polihexametileno Guanidina 9 %.
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Tabla 5. UFC/Gérmenes Adheridos Al Instrumento en el Control.

Bacteria , .
Pseudomona aeruginosa ATCC Control UFC_/Germenes adheridos al
instrumento
27853
Sin desinfectante
Instrumento 1 3,8 x 107 UFC
Instrumento 2 3,5 X 107 UFC
Instrumento 3 4,3 X107 UFC
Instrumento 4 2,8 X 107 UFC
Instrumento 5 8,7 X 108 UFC
Instrumento 6 3,0 X 10’ UFC
Instrumento 7 5,8 X 108 UFC

Fuente: Programa Excel 2016

Interpretacion:

En la presente tabla se observa UFC adheridos al instrumento en el
grupo control, aquel que no recibid ningun tratamiento. Las UFC de colonias
en los siete instrumentos fluctuaron entre 2,8 X 107 hasta 8,7 X 108 UFC,

valores muy elevados.
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Clorhexidina 2 % para Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Tabla 6. Reduccidén logaritmica y porcentaje de reduccion de la

Bacteria Control UEC después
Staphylococcus UFC/gérmenes del P Reduccién % de

aureus adheridos al tratamiento Logaritmica reduccion
ATCC 25923 instrumento
Clorhexidina

2%

Instrumento 1 4,5 x 102 UFC 0 UFC 4,653212514  99,9977778
Instrumento 2 2,9 X103 UFC 0 UFC 6,462397998  99,9999655
Instrumento 3 6,8 X 102 UFC 0 UFC 4,832508913  99,9985294
Instrumento 4 3,6 X 108UFC 0 UFC 6,556302501  99,9999722
Instrumento 5 7,4 X 102 UFC 0 UFC 4,86923172 99,9986486
Instrumento 6 8,9 X 102 UFC 0 UFC 4,949390007  99,9988764
Instrumento 7 4,2 X 102 UFC 0 UFC 4,62324929 99,9976190

Fuente: Programa Excel 2016

Interpretacién:

En la presente se observa la reduccion logaritmica conseguido con
Clorhexidina 2 % para Staphylococcus aureus ATCC 25923. En los siete
instrumentos explorados, las UFC post tratamiento fue nula. El porcentaje

de reduccion en todos los instrumentos fue superior al 99,99 %.
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Tabla 7. Reduccién reduccion de
Polihexametileno Guanidina 9 % para Staphylococcus aureus ATCC

25923.

logaritmica y porcentaje de

. Control .
Bacteria UFC/gérmenes UFC después Reduccién % de
Staphylococcus adheridos al del Logaritmica reduccion
aureus ATCC 25923 ; tratamiento 9
instrumento
Polihexametileno

Guanidina 9 %
Instrumento 1 4,5 x 102 UFC 0 UFC 4,653212514 99,997777
Instrumento 2 2,9 X103 UFC 0 UFC 6,462397998 99,999965
Instrumento 3 6,8 X 102 UFC 0 UFC 4,832508913 99,998529
Instrumento 4 3,6 X103 UFC 0 UFC 6,556302501 99,999972
Instrumento 5 7,4 X 102 UFC 0 UFC 4,86923172 99,998648
Instrumento 6 8,9 X 102 UFC 0 UFC 4,949390007 99,998876
Instrumento 7 4,2 X102 UFC 0 UFC 4,62324929 99,997619

Fuente: Programa Excel 2016

Interpretacién:

En la presente tabla se observa la reduccion logaritmica conseguido
con Polihexametileno Guanidina 9 % para Staphylococcus aureus ATCC
25923. En los siete instrumentos explorados, las UFC post tratamiento fue
nula. El porcentaje de reduccion en todos los instrumentos fue superior al

99,99 %.
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Tabla 8. Reduccién logaritmica y porcentaje de reduccion del Hipoclorito
de Sodio 0,5 % para Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Bacteria Control UFC/gérmenes
Staphylococcus adheridgs al UFC después Reduccién % de
aureus instrumento del tratamiento Logaritmica reduccion
ATCC 25923
Hipoclorito de
sodio 0,5 %
Instrumento 1 4,5x 102 UFC 0 UFC 4,653212514 99,9977778
Instrumento 2 2,9 X 103 UFC 0 UFC 6,462397998 99,9999655
Instrumento 3 6,8 X 102 UFC 0 UFC 4,832508913 99,9985294
Instrumento 4 3,6 X 103UFC 0 UFC 6,556302501 99,9999722
Instrumento 5 7,4 X 102 UFC 0 UFC 4,86923172 99,9986486
Instrumento 6 8,9 X 102 UFC 0 UFC 4,949390007 99,9988764
Instrumento 7 4,2 X 102 UFC 0 UFC 4,62324929 99,9976190

Fuente: Programa Excel 2016

Interpretacién:

En la presente tabla se observa la reduccion logaritmica conseguido

con Hipoclorito de Sodio 0,5 % para Staphylococcus aureus ATCC 25923.

En los siete instrumentos explorados, las UFC post tratamiento fue nula. El

porcentaje de reduccién en todos los instrumentos fue superior al 99,99 %.



Tabla 9. UFC/Gérmenes Adheridos Al Instrumento en el Control.

Stapkz_:_(?gégggzzureus Control UFCénGsét:TnewgﬁtsoAdheridos al
SIN DESINFECTANTE
Instrumento 1 4.5 x 102 UFC
Instrumento 2 2,9 X 103 UFC
Instrumento 3 6,8 X 102 UFC
Instrumento 4 3,6 X 103UFC
Instrumento 5 7,4 X 102 UFC
Instrumento 6 8,9 X 102 UFC
Instrumento 7 4,2 X 102 UFC

Fuente: Programa Excel 2016

Interpretacién:

En la presente tabla se observa UFC adheridos al instrumento en el
grupo control, aquel que no recibié ningun tratamiento. Las UFC en los siete
instrumentos fluctuaron entre 2,9 X 102 hasta 8,9 X 102 UFC, valores muy

elevados.
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Tabla 10. Andlisis de diferencia de Medias (t de students) de los

desinfectantes y grupo control para Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

Diferencias relacionadas t gl p
Pseudomona 95 % Intervalo de
aeruginosa o ) confianza para la
Media DeS\{laC|on Error tip. de diferencia
tip. la media
Inferior Superior
idi 0,
C'Orr_‘i’gg't’r‘; 2% 3811428 246162174 9304055,62 60880486,0 15348078,0 -4,097 6 0,006
Polihexametileno
guanidina 9 % - -3811428 24616216,1 9304055,15 60880487,5 15348081,9 -4,097 6 0,006

control

Fuente : Programa SPSS, version 21

Interpretacién:

En esta tabla observamos el contraste de la eficacia de Clorhexidina
y Polihexametileno Guanidina para Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
segun el grupo control. Ambas sustancias demostraron ser mejor que grupo

control y de eficacia similar entre ellas (p=0,006).
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Tabla 11. Andlisis de diferencia de Medias (t de students) de los

desinfectantes y grupo control para Staphylococcus aureus ATCC 25923

Diferencias relacionadas

95% Intervalo de

Error

Staphylococcus :

pal)J/reus . Desviacién tip. de confianza para la t gl p

Media diferencia
tip. la
media Inferior Superior
Clorhexidina 2% -
-1382,857 1301,598 491,958 -179,080 -2,811 6 ,031

- control 2586,634
Polihexametileno
Guanidina9 % - -1382,857 1301,598 491,958 -179,080 -2,811 6 ,031

2586,634
control

Fuente : Programa SPSS, version 21

Interpretacion:

En la presente tabla se observa el contraste de la eficacia de
Clorhexidina y Polihexametileno Guanidina para Staphylococcus aureus
ATCC 25923 segun el grupo control. Ambas sustancias demostraron ser

mejor que grupo control y de eficacia similar entre ellas (p=0,031).

83



4.2.

COMPROBACION DE HIPOTESIS

Se ha evaluado la comparaciéon in vitro del efecto

desinfectante de Clorhexidina y Clorhidrato de Polihexametileno

Guanidina en instrumental médico quirdrgico contaminado con

Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus

ATCC 25923”, Tacna — 2019.

Planteamiento de la hipdtesis general

Hipotesis nula (Ho): La eficacia de la Clorhexidina Y
Polihexametileno Guanidina estadisticamente una de ellas es
mejor en la inhibicién de colonias de Pseudomona aeruginosa y
Staphylococcus aureus en superficies de material quirdrgico de

acero inoxidable.

Hipétesis alterna (H1): La eficacia de la Clorhexidina Y
Polihexametileno Guanidina son iguales en la inhibicién de
colonias de Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus

en superficies de material quirargico de acero inoxidable.
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Establecer un nivel de significancia

Tiene un nivel de Significancia (alfa) a =5 % = 0,05
Calculamos el margen de error y su nivel de confianza de la
siguiente manera; error del 5 % y que tenga una confianza del 95

%.

Seleccionar estadistico de prueba

Escogemos la prueba de "t" de Student para hallar si
presenta una diferencia notable entre los promedios de dos
grupos la eficacia de la Clorhexidina Y Polihexametileno
Guanidina (PHMB) en la inhibicion de colonias de Pseudomona
aeruginosa y Staphylococcus aureus en superficies de material

quirdrgico de acero inoxidable.

Region de aceptacion y rechazo

Para resolver la region de aceptacion y rechazo, se

determina los grados de libertad para luego establecer el valor

del T student segun la tabla estadistica.
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Célculo De Las Pruebas Realizadas De Los Desinfectantes Y

Grupo Control Para Pseudomona aeruginosa ATCC 27853.

Clorhexidina — control
Calculando tenemos el valor de t de student de -4,097 con un

valor de p = 0,006

Polihexametileno Guanidina — control

Calculando tenemos el valor de t de student de -4,097 con un

valor de p = 0,006

Conclusion estadistica

Para un contraste bilateral, el valor del T student con 6

grados de libertad es de -2,447 a 2,447 y el resultado es -4,097;

posteriormente, se desestima la hipdtesis nula y se admite la
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hipétesis alterna, afirmando que la eficacia de la Clorhexidina Y
Polihexametileno Guanidina son iguales en la inhibicion de
colonias de Pseudomona aeruginosa en superficies de material

quirdrgico de acero inoxidable.

Célculo de las pruebas realizadas de los desinfectantes y

grupo control para Staphylococcus aureus.

e Clorhexidina 2 % — control

Calculando tenemos el valor de t de student de -2,811 con
un valor de p = 0,031
e Polihexametileno Guanidina 9 % — control

Calculando tenemos el valor de t de student de -2,811 con

un valor de p = 0,031

Conclusion estadistica

Para un contraste bilateral, el valor del T student con 6
grados de libertad es de -2,447 a 2,447 y el resultado es -2,811;
por consiguiente, se desestima la Hipétesis nula y se admite la

Hipotesis alterna, afirmando que la eficacia de la Clorhexidina Y
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Polihexametileno Guanidina son iguales en la inhibicion de
colonias de Staphylococcus aureus en superficies de material

quirdrgico de acero inoxidable.

Interpretacion

Se encontré6 que la eficacia de la Clorhexidina Y

Polihexametileno Guanidina son iguales en la inhibicion de

colonias de Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus

en superficies de material quirtrgico de acero inoxidable.
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DISCUSION

Las infecciones intrahospitalarias ocasionados por Pseudomona
aeruginosa y Staphylococcus aureus pueden ocurrir durante la estancia
hospitalaria. Historicamente estas infecciones estan presentes en los
hospitales con mayor o menor incidencia y en una problematica de salud
publica y una razon de prevenir y evitar en los establecimientos e institutos
de salud a nivel global, por las consecuencias humanas, econémicas y a

nivel social que estas pueden traer %51,

La Pseudomona aeruginosa en los ultimos afios ha incrementado la
resistencia a los antibacterianos y las enfermedades producidas por estos
agentes patdgenos estan relacionados a un incremento de la mortalidad.
Asimismo, las cepas de Staphylococcus aureus pueden adherirse con gran
facilidad a cuerpos extrafios (instrumentos quirdrgicos y dispositivos

médicos), por tal motivo pueden ocasionar diversas infecciones invasivas.

Es asi que en este contexto transcendental los desinfectantes
permiten al profesional de salud tener un instrumento fundamental con el

objeto de evitar la propagacion de agentes infecciosos.



La finalidad es comparar la eficacia de la Clorhexidina vy
Polihexametileno Guanidina en la inhibicion de UFC de Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 en
superficies de material quirdrgico de acero inoxidable. Comparamos la
eficacia de los desinfectantes Clorhexidina al 2 % y el Polihexametileno
Guanidina al 9 %; con grupo control de Hipoclorito de Sodio 0,5 % que es
un producto desinfectante que se usa habitualmente en los nosocomios y

de eficacia reconocida.

La norma espafiola UNE-EN- 13697 establece que para inhibir el
namero de agentes patégenos en superficies fijas es fundamental que la
reduccion de dichos agentes necesita ser medida con el objeto de obtener
resultados que al final podamos comparar y reproducir. La reduccién de
gérmenes se expresa en unidades logaritmicas o niveles de Log. Cada
nivel muestra la reduccién bacteriana en una potencia de diez, por lo que 1
nivel de Log10 determina que se ha reducido en un 90 %. En otras palabras,
de una cantidad inicial del 100, solo sobreviven 10. En otros entornos
diferentes a la medicina, la desinfeccidn es 6ptima cuando los agentes han
disminuido en un factor mayor o igual a cuatro niveles de Logl0, es decir,
en un 99,99%. En consecuencia, de cada 10 000 gérmenes sobrevive un

maximo de uno. Sin embargo, en medicina los requisitos y condiciones son
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mMas rigurosos por este motivo un desinfectante para que tenga una alta
eficacia tiene que presentar una reduccion logaritmica = 4 log (= 99,99 %)
%8, Para Clorhexidina al 2 % en Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 tuvo
una reduccion logaritmica es de 7,12 log (99,99 %); en Polihexametileno
Guanidina 9 % tuvo una reduccion de 12,05 log (99,99 %) respectivamente.
En cuanto al desinfectante Clorhexidina al 2 % y Polihexametileno
guanidina al 9 % en Staphylococcus aureus ATCC 25923 obtuvimos en
ambos una reduccion de 5,28 log (99,99 %). En el caso del hipoclorito de
sodio se usa una concentracion de 0,5 % pues el manual de desinfeccion
y esterilizacion del MINSA, es una dilucion para desinfeccion de
materiales'®; en Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 resulto con una
reduccion logaritmica de 14,05 log (99,99 %) y Staphylococcus aureus

ATCC 25923 tuvo 5,28 log (99,99 %) respectivamente.

Los resultados muestran que los productos en ensayo, Clorhexidina
y Polihexametileno Guanidina, pueden inactivar efectivamente los
gérmenes seleccionados. Si bien se probaron en bacterias de observacion
comun, el desafio a futuro es realizar estudios con otros patdgenos
incluidos los virus. La desinfeccion de material quirdrgico es el punto mas
dificil y exigente para mantener un espacio o area en desinfeccion,

productos ensayados en ese medio, por obvias razones servirian para
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cualquier otro ensayo. El aporte del presente trabajo es seleccionar los
productos en cuestion por su bajo costo y facil acceso y que podria

reemplazar el tradicional uso dafiino de material con Hipoclorito de Sodio.

Saito et al 8 refiere que el instrumental quirdrgico se puede
contaminar durante las operaciones por agentes patdogenos que habitan la
piel y los érganos. y Hopman et al ° afirma que la resistencia de las bacterias
gramnegativas estan desarrollando a nivel global especialmente estos
acantonan en material de uso médico, dado su uso en personas
hospitalizadas donde las infecciones nosocomiales son comunes. En
estudio similar se evalla el riesgo de una infeccion imprevisible, peligrosa
y perjudicial causada por Pseudomona aeruginosa en el entorno
hospitalario si bien Forrester 10 discutié que las areas de mejora incluyen la
limpieza y descontaminacion de los instrumentos son las mas importantes,
incluso antes que los procesos de esterilizacion. Para esto la educacion al
personal de salud a través de la presentacion de los logros que se
obtuvieron en esta investigacion resultan ser muy necesarios. coincidiendo
con Forrester que refiere que la educacién y capacitacion del personal
responsable de los instrumentos de reprocesamiento, las politicas,
procedimientos realistas definidos son fundamentales y se prestan para

mejorar las intervenciones. Con mayor profundidad, Rutala et al !, anota
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que todo el procedimiento invasivo necesita la manipulacion de un
dispositivo o instrumento quirdrgico con el tejido biolégico o las membranas
mucosas de un paciente. Los antisépticos son esenciales para la
prevencion de infecciones y la preparacion preoperatoria. Walczak et al *?,
tuvo como objetivo investigar las propiedades bactericidas del
Polihexametileno guanidina demostrando en su poblacion y regién que
todos los derivados de PHMG tuvieron un efecto bactericida ligeramente
mas fuerte en Staphylococcus aureus, cuestidn que logramos replicar en
nuestro medio con marcada eficacia. Por otro lado, Oulé et al 13, comprob6
la eficacia del hidrocloruro de Polihexametileno Guanidina para
Pseudomona aeruginosa que también era muy eficaz, incluso demostro
gue la PHMGH se puede usar como un desinfectante inodoro, incoloro, no

corrosivo e inofensivo para instalaciones hospitalarias y domeésticas.

Henao et al 4, evalu6 el efecto antibacteriano de dos soluciones
multipropdsito vendidas en Colombia a base de Polyhexametileno
guanidina frente a las cepas de Staphylococcus aureus, para el estudio in
vitro como base la norma ISO 14729. Las dos Soluciones Multiproposito
inhibe en mas de 3 log las UFC de agentes aislados de la microflora
conjuntival y concluye que las Soluciones Multipropésito compuesta de

PHMG est& acorde a las normas antibacterianas de la norma ISO 14729,
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inoculados en Staphylococcus aureus. Asimismo, en nuestra investigacion
tuvimos una reduccién logaritmica de 7,12 log (99,99 %) demostrando la
eficacia del Polihexametileno Guanidina frente Staphylococcus aureus
ATCC 25923 ademas lo realizamos en instrumental quirdrgico y su trabajo
lo realizo con lentes de contacto que son uno de los factores de peligro para
poder tener infecciones del segmento anterior del ojo y con solo esa cepa
en nuestro trabajo se trabajo con dos desinfectantes y la comparacion del

efecto desinfectante frente a 2 cepas ATCC.

Espitia et al *°, investigé la capacidad de propagacion de la bacteria
Pseudomona aeruginosa en cinco diferentes lentes de contacto blandos
hidrofilicos. Su trabajo demuestra que este microorganismo se puede
propagar con facilidad en el material Balafilcon A y en menos cantidad en
los otros de la misma manera evalud la eficacia antibacteriana de los
productos codificados como: solucion dymed (sustancia desinfectante:
Polihexametileno biguanida al 0,0001 %) esta sustancia que contiene
biguanida es eficaz frente a Pseudomonas aeruginosa, demostrd un efecto
bactericida. La PHMB es una molécula de carga positiva y facilimente se
adhiere a la pared celular que tienen fosfolipidos con carga negativa

provocando deterioro en la membrana y por consiguiente la célula muere.
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Comparando los resultados que obtuvimos, se confirma la accién

antibacteriana de estos.

Sin embargo, en nuestro trabajo también resulto efectivo teniendo
un porcentaje de reduccion en todos los instrumentos superior al 99 %,
pero es a una concentracion del 9 % mediante sumersion y con cepas con
codigo ATCC esto ayuda que la cepa tenga todas las caracteristicas

virulentas como la adherencia y resistencia frente a desinfectantes.

Arias en Peru 8, Determiné la accion antibacteriana y germicida in
vitro del propdleo, lejia y un desinfectante a base de Clorhexidina contra las
cepas de Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus. En esta
investigacion trabajo con 96 discos de sensibilidad ordenados en doce
placas de antibiograma que se dividié en dos grupos. Guiada bajo norma
de andlisis de varianza concluyendo que presenta una distancia
estadisticamente proporcional entre la accién antibacteriana frente a las
cepas de Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis (P<0,05),
demostrando que: la Clorhexidina 2 % con una media de halo de 20,68mm
+ 2,21 en los dos agentes, lejia al 4 % con una media de 11,87mm * 2,26,
Propdleo 30 % con una media de 11,02 mm % 2,3. En conclusion, determina

gue la Clorhexidina tiene un eficiente efecto antibacteriano frente al
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propoleo y la lejia ademas tiene un efecto germicida contra enterococcus
faecalis y staphylococcus aureus. En nuestro trabajo si bien no se trabajo
con la cepa enterococcus faecalis y si con staphylococcus aureus
determinamos que la reduccién logaritmica conseguido con Clorhexidina 2
% para Staphylococcus aureus ATCC 25923, las unidades formadoras de
colonias post tratamiento fue nula. El porcentaje de reduccién en todos
los instrumentos fue superior al 99,99 % y tomamos al hipoclorito de sodio
al 0,5 % como muestra control para el contraste final con cada

desinfectante.

Huerfano ¢ en Colombia evalué los mecanismos de supervivencia
de cepas multirresistentes a antibacterianos (Pseudomonas aeruginosa y
Klebsiella pneumonie) contra un producto antiséptico (alcohol con glicerina)
y un producto con excipiente de clorhexidina al 2 % a fin de fijar un nexo
con la resistencia a los antibacterianos y los productos desinfectantes.
Como resultado se determin6 una supervivencia en alcohol con glicerina
frente a Klebsiella pneumonie evidenciando un desarrollo de 16 minutos.
En el lado de Pseudomonas aeruginosa, presenta un desarrollo
aproximado de los cuatro minutos esto demuestra una tolerancia frente al
antiséptico en estudio. ademas, en la apreciacion con clorhexidina al 2 %

se determina que hay una disminucion total de Klebsiella pneumonie y la
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Pseudomonas aeruginosa presenta mecanismos de resistencia mostrando
crecimiento aproximadamente en dos minutos se concluye que ambas
cepas examinadas muestran tolerancia y resistencia al usar alcohol
glicerinado por tal motivo es necesario una mejora en la formulacion y
produccion del antiséptico, Ademas establece que el desinfectante de
clorhexidina al 2 % es efectivo en Klebsiella pneumonie pues elimina por
completo el crecimiento bacteriano y . en cambio, existe una tolerancia a la
clorhexidina con Pseudomonas aeruginosa mostrando crecimiento y

desarrollo en dos minutos.

En contrate con nuestro trabajo se determind en los siete
instrumentos explorados, las unidades formadoras de colonias fueron muy
baja a excepcion del instrumento 4, que estuvo ligeramente elevada pero
gue cuya diferencia no es significativa por ser muy reducida. El porcentaje
de reduccion en todos los instrumentos fue superior al 99 % pero debemos
indicar que nosotros al realizar la desinfeccidn utilizamos un tiempo de 10
minutos de sumersion y ellos solo 2 minutos cabe que la diferencia de
resultados puede haber influenciado con el tiempo de contacto con el

desinfectante.
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De otro lado, Mendoza en el Perl '’ ensaya el efecto de dos
desinfectantes de uso hospitalario Dezavid® (cloruro de benzalconio 0,001
% y PHMB 0,009 %) y Supersafe-D® (amonio cuaternario de ultima
generacion 0,25 %) frente a biopeliculas de Pseudomona aeruginosa ATCC
y Staphylococcus aureus ATCC desarrolladas en acero inoxidable sus
resultados fueron que los productos con mejor resultado y eficacia fue
Dezavid® 1,00 %; 0,10 % y Supersafe-D® para Staphylococcus aureus
ATCC. Para Pseudomona aeruginosa ATCC los mejores fueron Dezavid®
1,00 % y Supersafe-D1° Si bien utilizaron denominaciones comerciales, en
nuestro trabajo logramos demostrar con los productos farmacoldgicos este
proceso, sin conflicto de interés. Por tal razon recomendamos que se
generen nuevos protocolos hospitalarios con el uso de las sustancias
sugeridas dado su facil acceso, bajo costo y dafio a materiales de uso

probadamente nulo.

Es complicado contrastar los resultados de los diferentes trabajos porque

las situaciones para el crecimiento de las cepas bacterianas, asi como la
concentraciéon de los desinfectantes y el tiempo en el que estara expuesto
alteran los resultados y los diferentes estudios utilizan y comparan con

distintas cepas y diferentes desinfectantes es por eso que al contrastar la
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efectividad de los desinfectantes no son las mismas al trabajo que hemos

realizado y estas diferencias pueden hacer compleja la comparacion.
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PRIMERA

SEGUNDA

TERCERA

CUARTA

CONCLUSIONES

Al comparar el efecto desinfectante de Clorhexidina y
Polihexametileno Guanidina sobre superficies de acero es
superior al 99 %, es decir que estadisticamente son

iguales.

La reduccién de UFC en superficies de acero quirdrgico de
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 tratadas con

Clorhexidina 2 % es superior al 99%.

La reduccién de UFC en superficies de acero quirdrgico de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 tratadas con

Clorhexidina 2 % es superior al 99%.

La reduccién de UFC en superficies de acero quirdrgico de
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 tratadas con
clorhidrato de Polihexametileno Guanidina 9 % es superior

al 99 %.
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QUINTA

SEXTA

SEPTIMA

La reduccion de UFC en superficies de acero quirargico de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 tratadas con
clorhidrato de Polihexametileno Guanidina 9 % es superior

al 99%.

Existe diferencia altamente significativa de eficacia
respecto a grupo control de hipoclorito de sodio 0,5 % (p:
0,006) de Clorhexidina y Polihexametileno Guanidina 9 %
en la desinfeccion de Pseudomona aeruginosa ATCC

27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923

Si bien estadisticamente el efecto desinfectante de
Clorhexidina 2 % y Polihexametileno Guanidina 9 % son
iguales y ambos pueden inactivar efectivamente los
gérmenes seleccionados notamos que en laboratorio frente
a Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 el
Polihexametileno guanidina 9 % tuvo una mayor efectividad

gue Clorhexidina 2 %.
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PRIMERA

SEGUNDA

TERCERA

RECOMENDACIONES

Realizar otros estudios para comparar la eficacia de los
desinfectantes en otras concentraciones y con otras

bacterias de importancia patogénica.

Se sugiere efectuar estudios de comparacion de
efectividad de los desinfectantes en la concentracion

minima inhibitoria contra las cepas estudiadas.

Se recomienda a nuestra Universidad Jorge Basadre
Grohmann, implementar los laboratorios de Microbiologia
gue permitan realizar investigaciones de mayor
profundidad y con procedimientos analiticos certificados
gue permitan trabajar con cepas de importancia

patogénica.
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Anexo 1 Matriz de consistencia

TITULO: “Comparacién in vitro del efecto desinfectante de Clorhexidina y clorhidrato de Polihexametileno Guanidina en instrumental médico quirdrgico
contaminado con Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923”, Tacna - 2019.

Formulacion Objetivos Hipotesis Disefio
¢Cual es la eficacia de la Clorhexidina comparada  Comparar la eficacia de la Clorhexidina y La eficacia de la Variable X
con el Polihexametileno Guanidina (PHMB) en la Polihexametileno Guanidina (PHMB) en la Clorhexidina y
formacién de colonias de Pseudomona aeruginosa inhibicion de formacion colonias de Pseudomona Polihexametileno Guanidina e Contaminacién: Presencia de
ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 aeruginosa ATCC 27853y Staphylococcus aureus  (PHMB) es Pseudomona aeruginosa
en superficies de material quirdrgico de acero ATCC 25923 en superficies de material quirdrgico estadisticamente diferente ATCC 27853
inoxidable? de acero inoxidable. en la inhibicién de colonias e Contaminacion: Presencia

a. ¢Cudl es la eficacia de Clorhexidina en el control
de formacion de colonias de Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853 en superficies de material
quirtrgico de acero inoxidable?

b. ¢Cual es la eficacia de Clorhexidina en el control
de formacién de colonias de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 en superficies de material quirargico de
acero inoxidable?

c. ¢Cual es la eficacia de clorhidrato de
Polihexametileno Guanidina (PHMB) en el control de
formacion de colonias de Pseudomona aeruginosa
ATCC 27853 en la superficie de material quirirgico
de acero inoxidable?

d. ;Cudl es Ila eficacia de clorhidrato de
Polihexametileno Guanidina (PHMB) en el control de
formaciéon de colonias de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 en la superficie de material quirdrgico
de acero inoxidable?

a. Medir la eficacia de Clorhexidina en la
formacion de colonias de Pseudomona aeruginosa
ATCC 27853 en superficies de material quirirgico
de acero inoxidable

b. Medir la eficacia de Clorhexidina en la
formacion de colonias de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 en superficies de material quirirgico
de acero inoxidable

c. Medir la eficacia de clorhidrato de
Polihexametileno  Guanidina (PHMB) en la
formacion de colonias de Pseudomona aeruginosa
ATCC 27853 en la superficie de material quirdrgico
de acero inoxidable

d. Medir la eficacia de clorhidrato de
Polihexametileno  Guanidina (PHMB) en Ila
formacion de colonias de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 en la superficie de material quirdrgico
de acero inoxidable.

de Pseudomona aeruginosa
ATCC 27853 y
Staphylococcus aureus
ATCC 25923 en superficies
de material quirdrgico de
acero inoxidable.

a. El Polihexametileno
Guanidina (PHMB) es
mas efectivo en el control
y erradicacién de colonias
de Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853
y Staphylococcus aureus
ATCC 25923 en
superficies de material
quirdrgico de  acero
inoxidable.

b. La Clorhexidina es mas
efectiva en el control y
erradicacion de colonias
de Pseudomona
aeruginosa ATCC
27853 y Staphylococcus

de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 aureus

Dimensiones

Unidad de Formaciéon de
Colonias (UFC)

Densidad Bacteriana por
Campo

Variable Y

Desinfectante

Dimensiones

Clorhexidina
Polihexametileno
Guanidina (PHMB)

Grupo Control: Hipoclorito
de Sodio
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e. ¢Existe diferencia significativa respecto a un
grupo control de hipoclorito de sodio en la densidad
bacteriana y mitigacion o eliminacion colonias de
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 en la
superficie de material quirdrgico de acero inoxidable?

f. ¢Existe diferencia significativa respecto a un
grupo control de hipoclorito de sodio en la densidad
bacteriana y mitigacién o eliminacion colonias de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 en la superficie
de material quirdrgico de acero inoxidable?

e. Comparar con grupo control de Hipoclorito de
Sodio, el efecto desinfectante de Clorhexidina y
Polihexametileno Guanidina segin presencia de
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y densidad
bacteriana (unidad formadora de colonias).

f. Comparar con grupo control de Hipoclorito de
Sodio, el efecto desinfectante de Clorhexidina y
Polihexametileno Guanidina segln presencia de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y densidad
bacteriana (unidad formadora de colonias).

aureus ATCC 25923 en
superficies de material
quirdrgico de  acero
inoxidable.

Fuente: Elaboracion propia

118



Anexo 2. Instrumento de registro

bacteria
Pseudomona
Aeruginosa

Contro UFC/instrumental

UFC despues de tratamiento

reduccion Logaritmica

% de reduccion

CLORHEXEDINA

cultivo 1

cultivo 2

cultivo 3

cultivo 4

cultivo 5

cultivo 6

cultivo 7

Bacteria
Pseudomona
Aeruginosa

Contro UFC/instrumental

UFC despues de tratamiento

reduccion Logaritmica

% de reduccion

CLORHIDRATO DE
POLIHEXAMETILENO
GUANIDINA

cultivo 1

cultivo 2

cultivo 3

cultivo 4

cultivo 5

cultivo 6

cultivo 7

Bacteria
Pseudomona
Aeruginosa

Contro UFC/instrumental

UFC despues de tratamiento

reduccion Logaritmica

% de reduccion

SIN DESINFECTANTE

cultivo 1

cultivo 2

cultivo 3

cultivo 4

cultivo 5

cultivo 6

cultivo 7

Bacteria
Pseudomona
Aeruginosa

Contro UFC/instrumental

UFC despues de tratamiento

reduccion Logaritmica

% de reduccion

HIPOCLORITO DE
SOoDIO

cultivo 1

cultivo 2

cultivo 3

cultivo 4

cultivo 5

cultivo 6

cultivo 7
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Anexo 3. Flujograma del trabajo experimental
=
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Anexo 4. Procedimiento de trabajo

Preparacion de Ia
suspension  bacteriana
5 contaminante con el
! tubo estandar 0.5 Mc
/ Farland

Cepa bacteriana pura
previa caracterizacion
fenotipica

Se procede a confaminar  los
instrumentos. en un deposifo estéril
mediante sumersian con el inoculo.

Tratamiento con el . - -
. Verfficacion de la impregnacian y
desinfectante . . 4
bacteriana se, realizara un Yy
‘ hisopado a cada instrumento de I,-‘F“‘%
cada una de las bandejas y =R A
\ !
sembrarlas en agar TSA. el
v

e Clorhexedina2 %
¥ 10 minutos.

+ Polhexametileno

guanidina 3 % x ’
10 minutos.

s Lejia0.5%x5

minutos.

retirar los instrumentos vy
mediante hisopado tomar
muestra de la cantidad
UFC/gérmenes adheridos
al instrumento.

121

La muestra se coloca al
final en la incubadora a
37° por 48 horas para
realizar el conteo de
UFC.




Anexo 5. Caracterizacion fenotipica de microorganismo en cultivo en agar

tripticasa de soya (TSA)

Figura 1. Staphylococcus aureus
Fuente: Elaboracion propia

Figura 2. Pseudomona aeruginosa
Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 6. Pruebas bioguimicas de Staphylococcus aureus

Figura 3. Identificacién de Coloracién Gram (positivo).
Fuente: Elaboracion propia

Figura 4. prueba de la catalasa: La prueba es positiva.
Fuente. Elaboracion propia
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Figura 5. Cultivo de Staphylococcus aureus en Agar
sangre.
Fuente: elaboracion propia

Figura 6. Crecimiento en Agar Manitol Salado
Fuente: elaboracién propia
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Anexo 7. Pruebas bioquimicas para Pseudomona aeruginosa

Figura 5. Coloracién Gram(positiva).
Fuente. Elaboracion propia

Figura 6. Prueba de la oxidasa: (positiva).
Fuente. Elaboracion propia
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Figura 7. Cultivo a 42 °C: Es positiva
Fuente: elaboracién propia

Figura 8. Agar TSI: es positiva
Fuente: elaboracién propia
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Figura 9. Utilizacién de citrato la prueba es positiva
porgue da una coloracién azul intensa.
Fuente: elaboracién propia

Figura 10. Prueba de la catalasa: (positiva)
Fuente: elaboracion propia
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Anexo 8. Procedimiento de contaminaciéon de los instrumentos con

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y desinfeccidén con Clorhexidina 2 %.

Figura 11. preparacion de la solucién contaminante con el
estandar de mc Farland.
Fuente. Elaboracion propia

Figura 12. Contaminacion de los instrumentos por 15 min.
Fuente. Elaboracién propia
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Figura 13. Verificacion de la impregnacion bacteriana e
hisopado a cada instrumento de cada una de las bandejas
Fuente. Elaboracion propia

Figura 14. Desinfeccién con la Clorhexidina 2% por
sumersion por 10 minutos y luego mediante hisopado tomar
muestra.

Fuente. Elaboracion propia.
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Figura 15. La muestra se coloca al final en la incubadora a
37° por 48 horas.
Fuente. Elaboracion propia
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Anexo 9. Procedimiento de contaminacion de los instrumentos con
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y desinfeccién con Polihexametileno

Guanidina 9 %.

Figura 16. Contaminacién de los instrumentos en un depdsito estéril
mediante sumersion con el inoculo y se le deja por 15 min.
Fuente. Elaboracion propia

Figura 17. Verificacion de la impregnaciéon bacteriana
Fuente. Elaboracion propia
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Figura 18. Se procede a la desinfeccion con Polihexametileno
Guanidina 9 % por sumersion por 10 minutos.
Fuente. Elaboracion propia

Figura 19. Hisopado de los instrumentos para determinar la
muestra de la cantidad UFC/gérmenes adheridos al instrumento.
Fuente. Elaboracion propia
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Anexo 10. Procedimiento de contaminacion de los instrumentos con
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y desinfeccion con Hipoclorito De
Sodio 0,5 %

Figura 20. Contaminacion de los instrumentos por 15 min.
Fuente. Elaboracion propia

Figura 21. Verificacion de la impregnacién bacteriana.
Fuente. Elaboracion propia

133



Figura 22. Proceder a la desinfeccion con el Hipoclorito de
Sodio por sumersién por 5 minutos.
Fuente. Elaboracion propia

Figura 23. Luego de eso retirar los instrumentos y
mediante hisopado tomar muestra.
Fuente. Elaboracién propia
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Anexo 11. Contaminacion de los instrumentos con Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853 y desinfeccion con Clorhexidina 2 %.

Figura 24. Contaminacién de los instrumentos
esterilizados en un depdsito mediante
sumersion con el inoculo.

Fuente. Elaboracion propia

e

m

=
ui

Figura 25. Verificacion de la impregnacion bacteriana
Fuente. Elaboracién propia
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Figura 26. Luego proceder a la desinfeccién con la
Clorhexidina 2% por sumersion por 10 minutos.
Fuente. Elaboracién propia

Figura 27. Tomar muestra de la cantidad
UFC/gérmenes adheridos al instrumento.
Fuente. Elaboracion propia
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Anexo 12. Contaminacién de los instrumentos con Pseudomona

aeruginosa y desinfeccion con Polihexametileno Guanidina 9 %

Figura 28. contaminacion los instrumentos con Pseudomona
aeruginosa y se le deja por 15 min.
Fuente. Elaboracién propia

Figura 29. Sembrar en agar TSA, para luego tomar los datos del
namero de UFC/gérmenes adheridos al instrumento inicial
Fuente. Elaboracion propia
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Figura 30. Desinfeccién con el Polihexametileno Guanidina
9 % por sumersién por 10 minutos.
Fuente. Elaboracion propia

Figura 31. Luego de eso retirar los instrumentos y mediante
hisopado tomar muestra de la cantidad UFC/gérmenes adheridos.
Fuente. Elaboracion propia

138



Anexo 13. Contaminacion de los instrumentos con Pseudomona

aeruginosa y desinfeccién con Hipoclorito de Sodio 0,5 %.

Figura 32. Contaminacion de los instrumentos en
sumersién con Pseudomona aeruginosa y por 15
min.

Fuente. Elaboracién propia

Figura 33. tomar datos de UFC/gérmenes adheridos
al instrumento inicial.
Fuente. Elaboracion propia
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Figura 34. Se procede a la desinfeccién con el Hipoclorito
de Sodio por sumersién por 5 minutos.
Fuente. Elaboracién propia

Figura 35. Toma de muestra con hisopado la cantidad
UFC/gérmenes adheridos.
Fuente. Elaboracién propia
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Anexo 14. Constancia de utilizacion de cepas Pseudomona aeruginosa
ATCC 27853 Y Staphylococcus aureus ATCC 25923 del cepario del
laboratorio de Microbiologia de la Escuela Profesional de Biologia—

Microbiologia de la Universidad Jorge Basadre Grohmann.

FACULTAD DE CIENCIAS i

Escuela Profesional de: Biologfa-Microbiologfa, Fisica Aplicada y Matematica

% Universidad Nacional “Jorge Basadre Grohmann” - Tacna

QUIEN SUSCRIBE, JEFE DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA-MICROBIOLOGIA,
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL JORGE
BASADRE GROHMANN ~ TACNA DEJA:

CONSTANCIA

QUE EL BACH. MARCO ANTONIO QUENTA QUISPE, DE LA ESCUELA
PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA, HA UTILIZADO LAS CEPAS
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC
25923 QUE FORMAN PARTE DEL CEPARIO DEL LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA PARA EL DESARROLLO DE SU TRABAJO DE TESIS TITULADO:
COMPARACION IN VITRO DEL EFECTO DESINFECTANTE DE CLORHEXIDINA Y
CLORHIDRATO DE POLIHEXAMETILENO GUANIDINA EN INSTRUMENTAL MEDICO
QUIRURGICO CONTAMINADO CON Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y
Staphylococcus aureus, ATCC 25923, TACNA - 2019 (R.F N° 10194-2020-FACS-
UNJBG).

SE EXPIDE LA PRESENTE A SOLICITUD DEL INTERESADO Y PARA LOS FINES QUE
ESTIME CONVENIENTE.

Tacna, 16 de junio del 2021.

. Angela Choque Miranda
Jefe Lab. Microbiologia

Ciudad Universitaria Av. Miraflores s/n
Apartado 316 Teléfono:052-583000 Anexo: 2102 - Fax: 2101
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Anexo 15. Constancia que acredita que la parte experimental del trabajo

de tesis se desarroll6 en el laboratorio de Microbiologia de

profesional de Biologia — Microbiologia.

Universidad Nacional “Jorge Basadre Grohmann” - Tacna

FACULTAD DE CIENCIAS “

Escuela Profesional de: Biologia-Microbiologfa, Fisica Aplicada y Matematica

QUIEN SUSCRIBE, JEFE DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA-MICROBIOLOGIA,
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL JORGE
BASADRE GROHMANN - TACNA DEJA:

CONSTANCIA

P R ——

QUE EL BACH. MARCO ANTONIO QUENTA QUISPE, DE LA ESCUELA
PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA, HA DESARROLLADO LA PARTE
EXPERIMENTAL DE SU TRABAJO DE TESIS TITULADO: COMPARACION IN
VITRO DEL EFECTO DESINFECTANTE DE CLORHEXIDINA Y CLORHIDRATO DE
POLIHEXAMETILENO GUANIDINA EN INSTRUMENTAL MEDICO QUIRURGICO
CONTAMINADO CON Pseudomona aeruginosa ATCC 27853 y
Staphylococcus aureus, ATCC 25923, TACNA - 2019 (R.F N° 10194-2020-
FACS-UNJBG) EN ESTE LABORATORIO DURANTE EL MES DE NOVIEMBRE DEL
ANO 2019.

SE EXPIDE LA PRESENTE A SOLICITUD DEL INTERESADO Y PARA LOS FINES QUE
ESTIME CONVENIENTE.

Tacna, 16 de junio del 2021.

Angela Choque Miranda
Jefe Lab. Microbiologia

Ciudad Universitaria Av. Miraflores s/n
Apartado 316 Teléfono:052-583000 Anexo: 2102 - Fax: 2101
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