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Resumen

La presencia de microorganismos patdégenos resistentes en
instrumentos quirdrgicos y lugares donde se realizan procedimientos
es un hecho muy comun, este tipo de temas son muy importantes y
robustos en humanos, por esta razén, el estudio de resistencia bacte-
riana es popular, el problema radica cuando se compara con dreas
ganaderas , el problema es el mismo, pero menos estudio, esto
representa una gran pérdida econdmica anual, ya que se ha reporta-
do que en diferentes ambientes pecuarios los niveles de contamina-
cién pueden alcanzar hasta el 82% en periodos de hasta 5 afos, esto
indica una necesidad de investigacion, por eso el objetivo de este
estudio fue evaluar la efectividad y eficiencia de los productos para
el proceso de limpieza, desinfeccion y esterilizaciéon en ambientes
veterinarios, el objetivo de esta investigacion fue desarrollar diferentes
metodologias, para realizar identificaciones microbiolégicas previas,
bioensayos con cuatro productos: 1) detergente monoenzimdtico
(proteasa) y amonio cuaternario, 2) desinfectante de alto nivel
detergente a base de glutaraldehido potencializado (0,17%) vy
amonio cuaternario, 3) defergente desinfectante de dreas amplias a
base de amonio cuaternario con fragancia a pomelo y 4) detergente
desinfectante de mobiliario a base de amonio cuaternario. Ademds,
se determinaron las actividades citotdxicas, extracelulares e in situ, a
partir de las cuales se pudo concluir que todos los productos evalua-
dos tienen actividad bactericida, fungicida y virucida, sin afectar las
células o tejidos donde se encontraron los microorganismos.

Introduccion

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO), la Organi-
zaciéon Mundial de la Salud Animal (OIE) y expertos internacionales de
salud publica, sanidad animal y medio ambiente declararon la resistencia
de bacterias a los antibidticos, junto al virus de la rabia y la influenza de
origen animal, como las tres principales amenazas mundiales emergentes
(FAO et al. 2011). Desde los anos 70, la resistencia bacteriana viene
acompanada de la apariciéon de enfermedades nuevas u ocultas que se
caracterizan por su caracter zoonético y pandémico.

Este fendmeno adquiere mayores dimensiones en el ambiente hospita-
lario, debido a la presion ejercida por el uso de los antimicrobianos,
promoviendo la seleccion y acumulacion de genes de resistencia entre las
poblaciones bacterianas residentes (Sahoo et al., 2010). Esta situaciéon ha
hecho que la resistencia a los antibiéticos haya pasado a ser considerada
por algunos paises y por los organismos internacionales antes menciona-
dos, un desafio mundial por dos motivos: a) la capacidad de las bacterias de
transmitir informacion genética y b) la globalizaciéon que facilita enorme-
mente la posibilidad de difundir esa resistencia en cortos periodos
(Andrews 2013).

En los hospitales, esta resistencia tiene un alto impacto sobre las tasas
de morbilidad y mortalidad, debido a que limita las opciones terapéuticas e
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incrementa los costos por concepto de terapia alternativa y estadia
hospitalaria. Se considera que las infecciones intrahospitalarias conllevan
un costo de US$ 28.4 a 33.8 billones en Estados Unidos y que el 70% de
ellas son causadas por microorganismos resistentes, en un momento
donde las enfermedades infecciosas constituyen la principal causa de
mortalidad en paises de ingresos bajos, tanto en humanos como en
animales (Scott 2009).

A finales del siglo XX hasta la actualidad, inicia en los paises desarro-
llados la preocupacion por la resistencia microbiana a nivel veterinario y
la relacion entre antibidticos de uso animal y el impacto en la salud
publica, por lo anterior, la OIE publicé en el 2003 los estdandares interna-
cionales sobre resistencia antimicrobiana, donde ofrece una guia para la
vigilancia de la resistencia y el establecimiento de programas de control
(Comité Internacional de la OIE 2003).En el 2008 un estudio realizado a
31 hospitales de ensefanza veterinaria de los Estados Unidos acreditados
por la AVMA (American Veterinary Medical Association), reporta que el
82% de estos hospitales ha presentado brotes de infecciéon nosocomial
durante los 5 anos anteriores (Benedict et al. 2008).

En Alemania, se ha identificado un incremento en la prevalencia de
Acinetobacter baumannii multirresistente en animales hospitalizados en
la clinica veterinaria de la Universidad Justus-Liebig de Giessen y en otras
clinicas de la ciudad durante un periodo de 9 aios, donde registros del
2000 al 2008 del Departamento de Microbiologia de la Facultad de Veteri-
naria de esta Universidad, muestran que de 137 animales hospitalizados
de diferente especie, 56 adquirieron infecciones por Acinetobacter spp.,
identificados y diferenciados por combinacion de métodos genotipicos y
susceptibilidad a los antimicrobianos (Zordan et al. 2011).

Las fuentes de infecciones asociadas a los hospitales incluyen el
personal médico, la propia flora del paciente y objetos inanimados.
Investigaciones realizadas por el Colegio Veterinario de Ontario, Canada
(CVO), determinaron la prevalencia de contaminacion de teléfonos
celulares portados por el personal del centro de ciencias de la salud del
CVO con SPRM (Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticili-
na) y SARM (Staphylococcus aureus resistente a la meticilina), donde el
1,6% correspondié a SPRM y el 0,8% a SARM (Zordan et al. 2011).

Los agentes que provocan las enfermedades infecciosas, o agentes patoge-
nos, son muy variados. Los mds comunes son virus, bacterias y protozoos,
ademas de pardsitos que no son microorganismos, como los acaros,
helmintos o gusanos. En el area veterinaria es de maxima importancia el
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diagndstico oportuno de muchas de estas enfermedades infecciosas, ya
que permiten identificar a tiempo el agente patégeno causal y asegurar un
correcto tratamiento para garantizar el buen estado de salud del animal
motivo de la consulta (Castro 2008; Gonzalez et al. 2013).

Entre las enfermedades que con mas frecuencia se diagnostican esta la:
Leucemia Viral Felina, Moquillo canino, Parvovirosis canina, Ehrlichia,
Anaplasma, Inmunodeficiencia Felina (FIV o VIF), Brucelosis, Encefalitis
equina, Actinobacillus pleuropneumoniae, Mycoplasma hyopneumo-
niae, Virus de aftosa y Aujeszky, Pardsitos intestinales, infecciones en
oido, piel y orina. En la actualidad existe variedad de pruebas rapidas que
permiten identificar el agente causante de la infeccidn, las cuales han
permitido conocer la prevalencia de muchas de estas enfermedades,
debido principalmente a las practicas de esterilizacion del ambiente
veterinario (Schudel 2002; Beyli et al 2012).

Las infecciones de origen hospitalario son un importante problema, el
cual ha sido documentado en el caso de la medicina humana, sin embar-
g0, no han sido bien documentados en el caso de la medicina veterinaria.
Los microorganismos asociados al ambiente hospitalario son general-
mente resistentes a un importante niimero de antibidticos y productos
utilizados para la limpieza y desinfeccién, causando importantes gastos
asociados a su tratamiento, asi como al incremento de los periodos de
hospitalizacion (Haenni et al. 2012).

Por todo ello, es fundamental asegurar un ambiente limpio, proporcio-
nando el mejor cuidado posible a todos sus pacientes, asi como protec-
cién al personal que desarrolla sus tareas en él. La profesionalizacion de
los sectores de produccion y los estudios cientificos que demuestran su
utilidad, han hecho que los propios sectores y las administraciones
incluyan programas de alcance nacional, muchas veces obligatorios, para
el control y erradicacion de muchas enfermedades infecciosas. La
bioseguridad incluye un conjunto de medidas que tienen como propésito
impedir la entrada de agentes patdgenos en una explotacion y, segtin el
caso, frenar o impedir su difusién en ella y a otras vecinas, asi como
minimizar el riesgo (si existe) para los empleados. Las practicas de limpie-
za'y desinfeccién forman parte principal de los programas y cada dia son
mas importantes (Haenni et al. 2012).

De acuerdo con lo anterior, la presente investigacion tuvo como objetivo
la evaluacion de la eficacia y eficiencia de productos para el proceso de
limpieza, desinfeccion y desinfeccion de alto nivel en ambientes veterina-
rios, cuya composicion mayoritaria son amonios cuaternarios de ultima
generacion, enzimas (proteasa) y glutaraldehido.

Materiales y Métodos

Area de estudio

El estudio se realizé en 6 clinicas y centros veterinarios de referencia en la
ciudad de Manizales, de las cuales, por razones de confidencialidad, no se
divulgard informacion correspondiente al personal ni de la razén social
de las instituciones que avalaron la investigacion. En cada lugar, se
tomaron muestras (Hisopados), por triplicado, de 4reas como consulta
externa, hospitalizacion, cirugia, laboratorio, guarderia y peluqueria de
clinicas y centros veterinarios siguiendo la notaciéon y metodologia del
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA
et al. 2005).

Identificacion microbioldgica parcial.

Se determind la prevalencia de microorganismos presentes en los sitios de
estudio, los cuales son causantes de las principales manifestaciones
clinicas, especificamente, en caninos, felinos, porcinos, equinos, entre
otros. Las identificaciones se realizaron de acuerdo con la notacién y
metodologia de Madigan et al. (2003).

Bioensayos in vitro.

Actividad citotoxica.

La evaluacion de la actividad citotdxica in vitro de los productos a base de
amonio cuaternario, enzimas (Proteasa) y glutaraldehido, se realizd
mediante bioensayos in vitro, a una concentracién de 100.000 células/mL,
en medio de cultivo RPMI-1640 con cada uno de los productos a base de
detergente monoenzimatico (proteasa) y amonio cuaternario, detergente
desinfectante de alto nivel a base de glutaraldehido potencializado y
amonio cuaternario, detergente desinfectante de amplias superficies a
base de amonio cuaternario con fragancia a pomelo y detergente
desinfectante de mobiliario a base de amonio cuaternario, los cuales
fueron preparados de acuerdo a la ficha técnica del fabricante. El efecto se
determiné mediante espectrofotometria a 570 nm de emisiéon. Como
control de viabilidad se usaron células cultivadas en ausencia de los
productos (Sundstrom & Nilsson 1976; Haenni et al. 2012).

Actividad antiviral

La evaluacion de la actividad antiviral se realizé en tejido de cultivo de
embrién de pollo suplementado con SFB (10%), mediante determinacion
de viabilidad celular por el método de Rojo Neutro (Wyde et al. 1993,
Swierkosz & Biron 1995), utilizando placas de 96 pozos. En este ensayo se
adicionaron 100 mL de medio de cultivo que contenian las formulaciones
de los productos a evaluar. Después de 90 min de incubacién a 37°C, se
afladieron 10 mL/pozo de las suspensiones virales (ATCC CCL-34 y
ATCC VR-2209). Los cultivos se incubaron a 37°C en atmosfera de 5% de
CO2, durante 5 dias (Hitoshi et al. 1991; Haenni et al. 2012).

Actividad antiviral extracelular

Para determinar la inactivacion directa las particulas de ATCC CCL-34 y
ATCC VR-2209, se procedié a mezclar volimenes iguales de cada una de
las cepas (independientes) y concentraciones dobles de los productos a
evaluar, incubdndose durante 30 min a 37°C. Al cabo de este tiempo, cada
mezcla fue afiadida a los cultivos celulares de embrién de pollo (50
mL/pozo), en placas de 96 pozos, empleando 4 réplicas por cada concen-
tracion. A los 5 dias de incubacién a 37°C en atmosfera de 5% de CO2, se
procedi6 a determinar la actividad antiviral por el método del rojo neutro
(CE50). El experimento se realizé por triplicado (Hitoshi et al. 1991;
Haenni et al. 2012).

Bioensayos in situ

Se aplicaron los productos en cada una de las areas de los centros e
instituciones veterinarias y ambientes agropecuarios. Las formulaciones
se realizaron de acuerdo a la ficha técnica de los productos, adicionalmen-
te el protocolo de uso se realizd de acuerdo a las especificaciones y
recomendaciones del fabricante. Con el fin de evaluar la prevalencia
(presencia/ausencia) de microorganismos, se recolectaron muestras
(hisopado) antes y después de la aplicacién de los productos, evaluando la
limpieza y desinfeccién por medio de Luminometria (SystemSURE Plus)
(Costa et al. 2004, Boyce et al. 2009, Davila-Ramirez et al. 2014).

Los hisopos fueron almacenados de acuerdo con la notacién y metodolo-
gia del Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater
(APHA et al. 2005), los cuales fueron transportados al Laboratorio de
Microbiologia Aplicada de la Universidad de Caldas. Las muestras fueron
incubadas en agar y caldo nutritivo, ambos formulados con los tratamien-
tos de interés, durante 24 horas a 37°C. Como control de efectividad,
tanto el agar como el caldo nutritivo, se formularon con Ampicilina-Sul-
bactam y Anfotericina B® (Madigan et al. 2003, EUCAST 2011) y como
control de viabilidad se formul6 el agar en ausencia de los productos
evaluados. Posterior al periodo de incubacion, en el medio sélido, se
evalud el crecimiento de microorganismos por medio de colonias (Madi-
gan et al. 2003). En el medio liquido, se evalué el crecimiento microbiano
por medio de la turbidez medida por espectrofotometria de acuerdo con
la escala 0,5 de McFarland (1970).
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Resultados

Identificacion bacteriana preliminar

La identificacion se realizo de las muestras obtenidas de areas criticas (e. g.
Hospitalizacion, cirugia y consulta externa). Se realiz6 la incubacion a
35°C durante 72 horas en agar nutritivo. Cumplido este tiempo, se logré
la identificacién cualitativa de estos microorganismos por medio de
tincién de gram. Se observaron tonos marrones, caracteristico de
microorganismos del género Bacillus y Staphylococcus, de igual forma, se
observo coloracion roja/violeta especifico de bacterias gram positivas.
Adicionalmente, se identificé la posicién de la espora, pardmetro impor-
tante con el fin de identificar la especie probable de Bacillus presente en las
muestras analizadas (Figura 1). Todas las bacterias presentaron la espora
en posicion central, de forma oval o cilindrica y esporangio no distendido
(Tabla 1).

Los productos evaluados presentaron potencial antimicrobiano, asi
como los controles de efectividad (ampicilina / sulbactam y anfotericina
B”). Se identificé una mayor inhibicién en contacto con P1 (detergente
bactericida monoenzimatico, dosis soluble en agua de 20 g), P2 (Desinfec-
tante de Alto Nivel, Glutaraldehido Potencializado al 0.17%, pH = 6), P3
(detergente desinfectante, quinta generacién de amonio cuaternario 30,
50 g/ Kg, pH = 5,0 en 750 ml) y P4 (detergente desinfectante de superficie,
amonio cuaternario de quinta generacion, dosis soluble en agua de 5 ml
con aroma a fruta de uva). Se resalta la mayor actividad de los productos
en contraste con los controles (Figura 2). Con respecto al objetivo, se
evidencia el crecimiento microbiano en la solucién que carece de los
productos evaluados y los controles de efectividad.

Bioensayos

Actividad biologica in vitro e in situ
Se realizo la siembra del producto de los hisopados en medios de cultivo
no selectivos (RPMI 1640, agar y caldo nutritivo) para los andlisis in vivo
e in situ. Posterior al tiempo de incubacién (24 horas y 5 dias a 37°C), se
evidenci6 actividad bactericida, fungicida y antiviral de todos los produc-
tos evaluados, siendo el producto monoenzimatico la formulacién que
present6 mayor actividad, en relacién con el tiempo y a la actividad
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Figura 1: Identificacion de Bacillus tincion de gram.

A. Hospitalizacion, B. Cirugia, C. Consulta externa y D. Sala de sacrificio.

Tabla 1: Caracteristicas de especies representativas del género Bacillus
tomado de Madigan 2003.

Espora oval o cilindrica, aerobios facultativos; hidrolizan caseina y almidén;
esporangio no distendido, pared de la espora delgada.
Caracteristica Especie Posicion Espora
B. licheniformis Central
B. cereus Central
B. anthracis Central
Mesdfilos
B. megaterium Central
B. subtilis Central
B. thuringensis Central
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Figura 2: Actividad antimicrobiana de los tratamientos evaluados.
P1 Detergente monoenzimatico bactericida (Dosis hidrosoluble),
P2 Desinfectante de alto nivel (Glutaraldehido 0,17%),

P3 Detergente desinfectante (Amonio cuaternario-750mL) y

P4 Detergente desinfectante de superficies (Dosis hidrosoluble).

evaluada, seguido por el producto a base de glutaraldehido potencializado
(0,17%), amonio cuaternario para mobiliario y detergente desinfectante
de superficies.

Los controles de efectividad utilizados, tanto para la actividad antibacte-
riana (Ampicilina/Sulbactam) como para la actividad antimicdtica (Anfo-
tericina B®), formulados de acuerdo con la notaciéon y metodologia
propuesta por European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST 2011), evidenciaron la ausencia del crecimiento de los
microorganismos colectados por medio del hisopado, después de 10
minutos de transcurrido el bioensayo.

Actividad antiviral in vitro

Se evidencié ausencia del crecimiento de las cepas evaluadas (ATCC
CCL-34 y ATCC VR-2209), reportando (Concentracién Efectiva Media)
CE50 desde 0,0186 pig/mL hasta 0,0901 pg/mL de los productos evaluados
(Tabla 1). De acuerdo a los datos de la (Concentracion Letal Media) CL50,
se evidencio la baja toxicidad generada sobre las células de embrién de
pollo, utilizadas para el establecimiento de los organismos ensayo, respec-
to a los cultivos no tratados (p < 0,05) (Tabla 2).

La variabilidad en la actividad virucida, puede deberse a la variante en
concentracién de los componentes presentes en los productos. La accién
virucida extracelular, dada por el hecho de que a bajas concentraciones del
producto (0,0186 + 0,1 mg/mL), indica inhibicién en la replicacién viral.
Debido a la no toxicidad sobre las células de cultivo para el caso del
detergente monoenzimatico (dosis hidrosoluble de 20g), no fue posible
calcular el Indice de Selectividad.

Respecto al proceso de limpieza y desinfeccion evaluado in situ por medio
de la luminometria, se evidencia la eliminacién de microorganismos en
diferentes ambientes veterinarios (Consulta externa, hospitalizacion,
cirugia, laboratorio, guarderia y peluqueria), donde, se colect6 el hisopado
de mesones, dreas de alimentacién (bebederos y comederos), instrumental
quirdrgico, entre otros; reportando valores iniciales de 3855 URL (Previa
a la utilizacién de los productos) y finales de 28,0 URL (Posterior a la
aplicacion de los productos, sin el tiempo minimo de contacto) (Tabla 3).
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Tabla 2: Actividad citotoxica y antiviral in vitro de los productos evaluados.

°EC,, (Mg/mL) dindice selectividad
*LCy, (o 0+SD (s)
2aNombre mL)
producto 0+SD ATCC ATCC VR- ATCC CCL- ATCC VR-
CCL-34 2209 34 2209
P1 > 200 0'03 5?16 * 0,0201 £ 0,1 DN DN
P2 32,60 £ 0,1 0’0(?710 * 0,0264 + 0,1 881,08 1,2x10%
P3 177,66 £ 0,1 0’05712 * 0,0400+0,1 3,1x10° | 4,44x10°
P4 81,47 £0,1 0'0321 * 0,0734 £ 0,1 904,21 1,1 x10%

a. P1: Detergente monoenzimatico bactericida (Dosis hidrosoluble),

P2: Desinfectante de alto nivel (Glutaraldehido 0,17%),

P3: Detergente desinfectante (Amonio cuaternario-750mL) y

P4: : Detergente desinfectante de superficies (Dosis hidrosoluble).

b. LC,,;: Concentracion Letal Media; €. ECy,: Concentracion Efectiva Media;
d. ND: Dato No Calculado.

Tabla 3: Evaluacion de los procesos de limpieza y desinfeccion de los productos
evaluados en diferentes areas de las clinicas, centros veterinarios y ambientes
pecuarios.

Unidad de 2 [pjciales 2*URL Finales

Area

Muestra URL P1 P2 P3 P4
Consulta 1o s6n 1835 0,0 0,0 00 00
Externa
L Canula 629 0,0 0,0 0,0 0,0
Hospitalizacion X
Meson 1047 0,0 0,0 0,0 0,0
o Escalpelo 1633 0,0 0,0 0,0 0,0
Cirugia ;
Pinzas 1062 0,0 0,0 0,0 0,0
Cajas de petri 486 0,0 0,0 0,0 0,0
Laboratorio | Autoclave 1773 0,0 0,0 0,0 0,0
Mesoén 830 0,0 0,0 0,0 0,0
Guacal 3409 35,0 28,0 42,0 | 44,0
. Bebederos 3010 40,0 30,0 53,0 52,0
Guarderia
Comederos 3855 40,0 33,0 47,0 48,0
) Peines 496 0,0 0,0 0,0 0,0
Peluqueria Tinas | 2841 0.0 0,0 00 | 00
Baldes 296 0,0 0,0 0,0 0,0

a. URL: Unidades Relativas de Luz; b. Productos evaluados por fuera del tiempo
indicado por la ficha técnica para los procesos de limpieza y desinfecciéon
(< 1 min de aplicacién de los productos).

Discusion

La presente investigacion demuestra la actividad bioldgica tanto in
vitro como in situ de los productos para limpieza, desinfeccion y esteriliza-
ci6n contra bacterias, hongos y virus causantes de patologias en ambientes
veterinarios y pecuarios, donde, uno de los criterios mas usados para
considerar la efectividad de un producto antiviral, es la obtencién de un
valor de indice de selectividad por encima de 10,18.

El hecho de que el indice de selectividad (IS) sea mayor en el experimento
virucida, cuando se incuban las células desde 1 hora previo a la infeccién,
demuestra la potente accion virucida de cada uno de los productos. Estos
resultados indican la capacidad de reducir el titulo infectivo en 2 logarit-
mos (Log2). Por otro lado, no se descartan otros posibles mecanismos de
inhibicién presentes, junto al hecho de la cantidad de compuestos activos
en los productos evaluados en los ensayos.

De acuerdo a los datos reportados por medio de la luminometria, se
evidencia la alta eficiencia y eficacia en la eliminacion de materia organica

y microorganismos en diferentes ubicaciones en los sitios de estudio,
destacando que los productos no fueron evaluados en el tiempo requerido
e indicado por la ficha técnica, sin embargo, se determiné la disminucién
en la actividad evaluada, donde, para los ambientes veterinarios la maxima
medicién luminométrica (3855 URLSs), verifico una disminucién de la
materia organica y de microorganismos hasta del 98,76% (48,0 URLs),
denotando una reduccién en la materia orgdnica y en la presencia de
microorganismos en las superficies.

El hecho de que, a los 2 minutos al inicio del bioensayo y 3 dias de
tratamiento, el ensayo al que se le suministro el detergente monoenzimati-
co en dosis hidrosoluble de 20g (0,5%) (Recomendaciones del fabricante),
haya mostrado tanto una inhibicién de los virus, como una reducciéon
significativa de la replicacion con respecto al grupo control, sugiere la
presencia de un efecto protector, ante la infeccién provocada, lo cual apoya
la actividad antiviral obtenida.

En futuros estudios, se recomienda la evaluacion in vivo, verificando la via
de administracion.
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