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Resumen

OBJETIVO: Demostrar la eficacia de la luz ultravioleta-C emitida por un dispositivo
comercial, para la eliminacion de bacterias involucradas en infecciones asociadas a la
atencién sanitaria, aisladas de las membranas de estetoscopios de estudiantes de
Doctorado en Medicina de 4°, 5° y 6° afio de la Universidad Dr. José Matias Delgado.

METODOLOGIA: De tipo cuasiexperimental, se realizé la inoculacion de 66 membranas
de estetoscopios de estudiantes en placas con Plate Count Agar previo y posterior a la
aplicacion de luz ultravioleta-C (LUV-C); se utilizé un dispositivo comercial de LUV-C a
254nm en un espacio cerrado por 10 minutos. Se realizé conteo manual de las unidades
formadoras de colonia (UFC) a las 24 horas. Se identificaron las bacterias presentes por
medio de pruebas microbiolégicas. Se evalud el porcentaje de reduccion de UFC vy si
existia una diferencia estadisticamente significativa con la prueba de Wilcoxon (p<0.05).

RESULTADOS: La prevalencia de membranas contaminadas fue del 97%, posterior a la
LUV-C esta se redujo a 21.2%. Se identificaron 88 bacterias en las membranas:
Staphylococcus coagulasa negativa 68.2%, Bacillus subtilis 21.6%, MRSA 3.4%,
Streptococcus spp. 2.3%, Pseudomonas aeruginosa 1.1%, Pseudomonas oryzihabitans
1.1%, Serratia fonticola 1.1% y Myrioides spp/Chryseobacterium indologenes 1.1%.
Posterior a la aplicacion de LUV-C se aislaron 14 bacterias: Staphylococcus coagulasa
negativa 92.9% y MRSA 7.1%. El promedio de UFC previo y posterior a la aplicacién de
LUV-C fue de 27.9 y 1.5 respectivamente. El porcentaje de eliminacion promedio fue del
98%.

CONCLUSIONES: La LUV-C redujo el crecimiento bacteriano en un 98% para bacterias
totales (p<0.0001), 97.9% Staphylococcus coagulasa negativa (p<0.0001), 96.9% MRSA 'y
100% Pseudomonas aeruginosa. Se determina la eficacia de un método que puede
contribuir a la reduccion de infecciones asociadas a la atencion sanitaria, mediante su
aplicacion en dispositivos médicos.

Palabras clave: Infecciones asociadas a la atencidbn sanitaria, membranas de
estetoscopio, luz ultravioleta-C.



Introduccion

El termino infecciones asociadas a la atencion en sanitaria involucra todas las
intervenciones en salud que se realizan a una persona tanto dentro como fuera del &mbito
hospitalario. Esta es una infeccion que ocurre posterior al ingreso hospitalario o que
cumple con criterios como: haber recibido terapia intravenosa en casa, tratamiento de
heridas, hemodialisis, quimioterapia, que resida en un asilo de ancianos o en una
institucion de cuidados a largo plazo.

En Estados Unidos, se reportan anualmente 2 millones de infecciones asociadas a la
atencion sanitaria. Es la quinta causa de mortalidad en hospitales de cuidados agudos con
90,000 muertes y un costo de entre 28 a 45 billones de ddlares americanos anuales.

En un alto porcentaje de los casos estas infecciones son causadas por bacterias que
presentan resistencia antimicrobiana. En los afios 2009 a 2014 las bacterias mas comunes
con resistencia antimicrobiana en Estados Unidos fueron: Staphylococcus aureus,
Enterococcus spp, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus coagulasa negativa,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.

América Latina es la regiébn con mayor prevalencia de Enterobacterias productoras de beta
lactamasas de espectro extendido, presentando también altos indices de resistencia a
cefalosporinas de 3 generacidn. Las tasas de resistencia a Escherichia coli mas altas se
encuentran en Guatemala, Honduras y México; asi como altas tasas de resistencia de
Klebsiella spp. en Argentina, Brasil, Chile, Guatemala, Honduras y Paraguay.

Estos patdgenos pueden sobrevivir meses en superficies, en el caso de Klebsiella spp.
hasta 30 meses. Se estima que 20 al 40% de estas infecciones son causadas por
patdgenos alojados en las manos del personal médico, que pueden contaminarse después
del contacto de instrumentos como estetoscopio, esfigmomandmetro y termometros. El
estetoscopio es el instrumento mas contaminado a nivel mundial y hasta el 90% de los
médicos reportan no desinfectarlo periédicamente.

Las guias para la prevencion de infecciones asociadas a la atencién sanitaria recomiendan
realizar periédicamente los procedimientos de limpieza, que debe anteceder a los demas,
desinfeccion y esterilizacion. La luz ultravioleta-C es utilizada para esterilizar o desinfectar
superficies, siendo capaz de eliminar bacterias, virus, hongos y esporas. Esta ha
evolucionado a lo largo de la historia con aplicaciones en areas como descontaminacion
de agua, alimentos, aires acondicionados, cuartos hospitalarios, etc. Se han desarrollado
dispositivos portatiles de uso personal que pueden constituir una herramienta importante
para la prevencion e incluso el tratamiento de infecciones asociadas a la atencion
sanitaria.



Capitulo |

Planteamiento del problema

Desde la década de 1970 inician los sistemas de vigilancia de infecciones
nosocomiales, estos se han enfocado en mejorar el manejo de este tipo de
infecciones a través de la identificacién oportuna de los agentes involucrados y la
implementacion de medidas preventivas que disminuyan el aparecimiento de nuevos
casos, empleando mecanismos de control para identificar un paciente afectado o la
eliminacion de patogenos en superficies de infraestructura, herramientas o
dispositivos de uso médico.!

Se estima que para el afio 2007, en los Estados Unidos de Norteamérica (EE.UU)
segun datos del Center for Disease Control and Prevention (CDC) 1.7 millones de
infecciones al afio fueron asociadas a la atencion médica. La National Healthcare
Security Network (NHSN), una institucion perteneciente al sistema de salud de
EE.UU, ha logrado identificar cuales son las formas de presentacion mas frecuentes
de estas enfermedades, detallando en orden de incidencia las siguientes:
Infecciones asociadas a dispositivos médicos, Infeccion de Sitio Operatorio (ISO) e
infecciones debidas a Clostridium difficile (C. difficile) y Staphylococcus aureus
Resistente a Meticilina (MRSA).%3

Estas infecciones representan una gran problematica para los sistemas en salud por
lo que se ha tomado mucho interés en su estudio y clasificacion, catalogandolas
como un nuevo grupo llamado infecciones asociadas a la atencién sanitaria, la cual
toma en cuenta todas las intervenciones en salud que se realizan a una persona
tanto dentro como fuera del ambito hospitalario. La definicibn mas utilizada desde el
ano 2002 es: “una infeccién presente al momento de la admision hospitalaria o
dentro de las primeras 48 horas posteriores que cumpla con cualquiera de los
siguientes criterios: haber recibido terapia intravenosa en casa, tratamiento de
heridas o cuidado especializado por enfermeria en los 30 dias previos; que haya
asistido al hospital o clinica de hemodialisis, haber recibido quimioterapia en los 30
dias previos; que haya sido hospitalizado por mas de 2 dias en los 90 dias previos,
que resida en un asilo de ancianos o en una institucion de cuidados a largo plazo.”*

En un esfuerzo por categorizar las infecciones asociadas a la atencion sanitaria,
diversos autores en EE.UU formaron un equipo multidisciplinario con el cual
realizaron la revision de 11,282 registros de pacientes pertenecientes a 183
hospitales en 10 Estados. Esta investigacion reportd un porcentaje de 4% de
infecciones nosocomiales para esta poblacién. Determinando que las presentaciones
clinicas mas frecuentes fueron neumonia, ISO e infecciones gastrointestinales.?



A su vez parte de la importancia de esta problematica es la resistencia asociada a
los patdégenos que causan estas infecciones, los cuales han mostrado un patron
diferente segun los periodos evaluados. Segun la NHSN del CDC en su reporte de
patdgenos resistentes a antimicrobianos involucrados en infecciones asociadas a la
atencion sanitaria del 2009-2010 los principales fueron: Staphylococcus aureus (S.
aureus), Enterococcus spp, Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus coagulasa
negativa (S. coagulasa negativa), Candida spp, Klebsiella pneumoniae (K.
pneumoniae), Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) y Enterobacter spp.®

En el reporte de la NHSN del 2011 al 2014 los principales patdgenos reportados
fueron en orden de frecuencia: E. coli, S. aureus, Klebsiella spp y S. coagulasa
negativa.®

Uno de los principales tipos de resistencia antimicrobiana es el de las
Enterobacterias productoras de [-Lactamasa de Espectro Extendido (BLEE); la
prevalencia de infecciones por estas bacterias ha incrementado de manera
significativa a nivel mundial. Aunque no se encuentran datos especificos para cada
pais se han realizado estudios comparativos de diferentes regiones, uno de los
cuales reportd en 2009 que América Latina tiene el mayor porcentaje de produccion
de BLEE por K. pneumoniae y E. coli con 44% y 13.5% respectivamente. Las
regiones que le siguen en orden de prevalencia son: Asia/Costa del Pacifico, Europa
y Norte América.’

Estudios en América Latina estiman tasas de infecciones nosocomiales causadas
por bacterias productoras de BLEE, con cifras de hasta 32% de E. coli y un 58% de
K. Pneumoniae, ademas de porcentajes de resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion de 10-25% y 45-53% respectivamente. Las tasas de resistencia a E. coli
mas altas se encuentran en Guatemala, Honduras y México; asi como altas tasas de
resistencia a Klebsiella spp. en Argentina, Brasil, Chile, Guatemala, Honduras y
Paraguay.®

Un articulo de revision en Alemania recopil6 datos acerca de los microorganismos
encontrados en diferentes superficies del area hospitalaria y el periodo de tiempo
gue pueden sobrevivir en estas, actuando como reservorio potencial para la
transmision de infecciones. La persistencia de las bacterias clinicamente relevantes
en superficies secas fue: Klebsiella spp., 2 horas - 30 meses; E. coli, 1.5 horas - 16
meses; P. aeruginosa, 6 horas - 16 meses; S. aureus, 7 dias - 7 meses y
Enterococcus spp., 5 dias - 4 meses.?

Se estima que un 20-40% de las infecciones asociadas a atencién sanitaria son
causadas por patdgenos alojados en las manos del personal médico, que pueden



contaminarse después del contacto con las superficies de instrumentos como
estetoscopios, esfigmomanémetros y termémetros.°

Un estudio prospectivo realizado en Suiza en el afio 2009, demostré que existe una
relacion entre la contaminacion microbiana de los estetoscopios con la diseminacion
de patégenos implicados en las infecciones asociadas a la atencion sanitaria. Este
mismo estudio sefiala que alrededor de un 90% del personal médico no desinfecta
su estetoscopio posterior a su uso.!?

En la misma investigacion se evalué el grado de contaminaciéon de la mano
dominante y la membrana del estetoscopio del médico examinador posterior a un
examen fisico estandarizado, el cual incluye todos los pasos desde el frote de mano
con alcohol gel, saludo al paciente con apreton de mano, examen fisico de cuello,
torax, abdomen, miembros inferiores y despedida del paciente con un segundo
apreton de mano. Se encontré que la contaminacion por MRSA fue mayor en la
membrana del estetoscopio comparada con cualquier regiébn de la mano
dominante.!

En un estudio en Nigeria en el afio 2010 en el que se examinaron un total de 107
estetoscopios, utilizados por doctores y enfermeras, se reportd un porcentaje de
contaminacion con al menos una bacteria en 78.5% de estos instrumentos. Las
bacterias mas frecuentemente aisladas fueron S. aureus, P. aeruginosa,
Enterococcus faecalis y E. coli.1?

En el afio 2013 la sociedad de infecciones asociadas a la atencién sanitaria de
Inglaterra propuso una guia actualizada sobre diversas recomendaciones basadas
en evidencia, sobre la descontaminacion adecuada del equipo médico en contacto
con el paciente. Se recomienda que el equipo médico deba ser descontaminado
después de cada uso como por ejemplo con soluciones a base de alcohol o jabones
gue no dafien el material, sin embargo, estudios realizados en base a la frecuencia
de su limpieza, demuestran que no existe una apropiada practica para esto, ademas
existe una relacion directa con la pobre adherencia a las medidas recomendadas y el
aumento de microorganismos patégenos.*?

La efectividad del uso de desinfectantes ha sido una parte importante para prevenir
las infecciones asociadas a la atencidn sanitaria. Este enfoque preventivo ha tomado
aun mas atencion debido al aumento de la resistencia bacteriana, especialmente con
los microorganismos mas resistentes, esporas, micobacterias y enterobacterias.'*

La luz ultravioleta-C ha demostrado una alta capacidad de desinfeccion,
empleandose para la eliminacion de bacterias y hongos tanto en dispositivos
médicos como directamente sobre animales en estudios experimentales. Se han



realizado investigaciones acerca de su uso en heridas contaminadas con
microorganismos con alta resistencia a antimicrobianos, observandose la eliminacion
completa de estos en aproximadamente 72 horas.1>16:17.18,19

En un estudio en la universidad de Siena, Italia en el afio 2015, se realiz6 una
contaminacion experimental de membranas de estetoscopios en un laboratorio con
S. aureus, E. coli y P. aeruginosa, para luego aplicar luz ultravioleta C directamente
sobre estas y medir el crecimiento bacteriano previo y posterior a su aplicacion, se
demostré una marcada disminucion de las unidades formadoras de colonias. Sin
embargo, en este estudio no se incluyeron membranas de estetoscopios
contaminadas por el uso en la practica clinica y se construyé un dispositivo
especialmente disefiado para emitir la luz directamente sobre las membranas. 1°

Dada la evidencia que ha demostrado la efectividad de la luz ultravioleta-C para la
eliminacion de patogenos, la falta de investigacion en cuanto a su aplicacion sobre
instrumentos de uso médico cotidiano y la ausencia de evaluacién de dispositivos
comerciales capaces de emitir la luz para este fin, es importante determinar si la luz
ultravioleta-C es eficaz en la eliminacion de bacterias involucradas en infecciones
asociadas a la atencion sanitaria presentes en estetoscopios en El Salvador.



Justificacion

Uno de los desafios mas importante en el siglo XXI que enfrentan los sistemas de salud
a nivel mundial es el control y la prevencién de las infecciones asociadas a la atencion
sanitaria, las cuales se relacionan con efectos directos sobre la morbimortalidad de las
poblaciones en todos los estadios de la vida, especialmente las que necesitan atencién
hospitalaria continua, debido a sus diversas condiciones clinicas; también presentan
efectos indirectos como: el impacto econdmico y el aumento de la resistencia a
antimicrobianos.

En Estados Unidos, se reportan anualmente 2 millones de infecciones asociadas a la
atencion hospitalaria, con un aproximado de 90,000 muertes, siendo la quinta causa de
muerte en los hospitales de cuidados agudos. Segun datos reportados por el CDC en la
NHSN se calcula un costo anual por infecciones asociadas a la atencidon hospitalaria de
entre 28 y 45 billones de délares americanos.?°

Estas instituciones priorizan y basan sus costos de acuerdo con los principales tipos de
infecciones nosocomiales y su prevalencia. Los costos a nivel nacional de EE.UU de
las 5 infecciones nosocomiales mas comunes son: Infecciébn del sitio operatorio
$3,297,285,451, neumonia asociada a ventilador $3,094,270,016, bacteriemia asociada
a catéter central $1,851,384,347, infecciones por C. difficile $1,508,347,070,
infecciones de vias urinarias asociadas a catéter urinario $27,884,193 con un total en
conjunto de $9,779,171,077. Dentro de las infecciones reportadas los autores
especifican que una gran proporcién de estas son debido a MRSA.3

Esto cobra aun mayor importancia a nivel de paises de la region Latinoamericana, en
los cuales se cuentan con recursos y presupuestos limitados, baja cobertura de
servicios de atencion en salud a la poblacion y falta de politicas actualizadas que velen
por esta problematica.?! También la informacién que se encuentra de la prevalencia,
morbimortalidad y costo de las infecciones asociadas a la atencion sanitaria es
sumamente limitada y desactualizada, solo se cuentan con estudios en ciertos paises
gue evallan prioritariamente las unidades de cuidados intensivos. Ademas de que se
encuentran ciertas investigaciones que combinan esta regiébn con otras como Asia,
Africa y Europa, por lo que no son datos que pueden ser utilizados de manera fidedigna
y especifica para esta region.??

En un estudio realizado en la provincia de Pinar del Rio en Cuba, se evalud la
prevalencia de infecciones asociadas a la atencién sanitaria en el Hospital General
Abel Santamaria Cuadrado, y se encontré una tasa de 2,2 infecciones por cada 100
egresos, siendo la afeccion respiratoria la mas frecuente, ademas se determind un
riesgo de mortalidad por este tipo de infeccion de 4 por 1,000 egresos. Los
microorganismos que con mayor frecuencia se aislaron fueron E. coli y
enterobacterias.?®



En un estudio realizado en Brasil en el que se evaluo el sistema nacional de vigilancia
en infecciones asociadas a la atencion sanitaria se reportan datos de 99 hospitales
localizados en las capitales estatales con porcentajes de 13.1% divididos en 4
principales sitios de infeccion: respiratorio 28.9%, quirdrgico 15.6%, piel 15.5% vy
urinario 11%. Sin embargo, los autores reconocen que estos datos tienen la limitacién
de haberse recolectado solo en este tipo de hospital, ademas de haber tenido poco
apoyo de las instituciones estatales.?*

Otro estudio desarrollado en Argentina en el que se evaluaron 4,249 pacientes
provenientes de 39 hospitales de 23 provincias encontré porcentajes de infeccion de
11.3% con un predominio en pacientes masculinos, las infecciones mas comunes
fueron neumonia, infeccién de vias urinarias, infeccion de sitio operatorio, bacteriemia
primaria e infecciones de tejidos blandos. En este ademas se hizo la comparacion con
otras estadisticas de Inglaterra y Africa del Sur, demostrando porcentajes mayores en
Argentina.?®

Ademas, con respecto a la resistencia a antimicrobianos en infecciones asociadas a la
atencién sanitaria se ha determinado que mas del 70% de las bacterias involucradas
demuestran ser resistentes por lo menos a un antibidtico utilizado tipicamente en su
tratamiento.?®?” Incluso se han realizado estimaciones acerca del costo promedio
segun el tipo de patégeno calculando por ejemplo para MRSA un costo de 4000
délares por paciente.?

En base a estos datos y al incremento de la problematica acerca de este tema es
importante promover la investigacion y el desarrollo de métodos para la prevencion y
el control de infecciones asociadas a la atencioén sanitaria. En el afio 2006, el CDC
publicé una guia que busca estandarizar las practicas de desinfeccion vy
esterilizacion. Esto con el fin de cumplir estdndares de calidad a nivel nacional e
internacional que logren prevenir la contaminacion e infeccion por microorganismos
nosocomiales. Esta guia define esterilizacion como un proceso que destruye o
elimina todas las formas de vida microbiol6gica, utilizando métodos fisicos y
guimicos que incluyen vapor, oxido de etileno (ETO), plasma de peréxido de
hidrogeno y acido paracético liquido. La limpieza es la eliminacién de la suciedad
visible, en la superficie de los objetos y normalmente se realiza manual o
mecanicamente usando agua, detergentes o productos enzimaticos, es esencial
para una desinfeccion y esterilizacion adecuada. La desinfeccion se describe como
un proceso que elimina o disminuye la cantidad de microorganismos con potencial
infeccioso, para esto se suelen utilizar quimicos liquidos, algunos utilizados en el
cuidado del equipo médico son alcoholes, glutaraldehido, formaldehido, peroxido de
hidrogeno, yodoforos, acido paracético, fendlicos, compuestos de amonio
cuaternario y cloro.'4



La luz ultravioleta-C ha tenido una larga historia de uso para el control de infecciones y
tltimamente ha tenido un avance significativo en su aplicacion para el desarrollo de
nuevas tecnologias de descontaminacion. Se ha demostrado que dispositivos moviles
emisores de luz ultravioleta-C, con una irradiacion a 3 metros de distancia por 5
minutos, son capaces de descontaminar superficies en cuartos de hospitales con
MRSA, P. aeruginosa y Acinetobacter baumanii.?

La luz ultravioleta-C ha demostrado ser efectiva para la eliminacion de
microorganismos productores de esporas. Un estudio realizado en 2 hospitales de
cuidados agudos en Estados Unidos en el afio 2014 encontré que la irradiacion por 10
minutos a 4 pies produjo una reduccion significativa en la cantidad de MRSA,
Enterococcus resistente a Vancomicina y esporas de C. difficile.?®

Se ha evaluado la capacidad de la luz ultravioleta-C para disminuir las infecciones
asociadas a la atencion sanitaria. Un estudio en el que se aplic6 un protocolo de
descontaminacion con luz ultravioleta-C en un servicio completo entre el afio 2012 al
2013 demostré una reduccion del 34.2% de este tipo de infecciones.3°

Diferentes objetos dentro del ambiente hospitalario suponen una fuente de
contaminacion para las infecciones asociadas a la atencion sanitaria. Una investigacion
aislé6 Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Pseudomonas, Pasteurella,
Klebsiella, Acinetobacter y Enterobacter en los teclados de las computadoras utilizadas
en las unidades de cuidados intensivos. En esta misma se encontré6 que la luz
ultravioleta-C produjo una reduccion bacteriana de 99.2% y 99.6% posterior al ser
aplicada por 6 y 10 minutos respectivamente.3!

Con el avance tecnoldgico las fuentes emisoras de luz ultravioleta-C se han vuelto mas
compactas y accesibles a la poblacion general. Un estudio demostré la eficacia de un
dispositivo emisor de luz ultravioleta-C portatil, capaz de ser utilizado por una sola
mano para la desinfeccion de superficies y objetos del area hospitalaria contaminadas
por MRSA y C. difficile.®?

Al encontrarse en un ambiente hospitalario, los articulos personales que se encuentren
cerca del paciente enfermo pueden contaminarse con bacterias involucradas en
infecciones asociadas a la atencion hospitalaria las cuales representan un riesgo tanto
dentro como a fuera del hospital. Una investigacion evalud la utilizacién un dispositivo
cerrado emisor de luz ultravioleta-C para la desinfeccidon de objetos del paciente, el cual
mostré ser efectivo para la eliminacién de Adenovirus y C. difficile.33

En la actualidad existe un amplio nimero de dispositivos comerciales emisores de luz
ultravioleta-C disefiados para la desinfeccion de mdltiples objetos como por ejemplo:
articulos de salén de belleza, aseo personal, dispositivos electrénicos de uso cotidiano
e incluso agua para el consumo humano.?®* Sin embargo, existe un nimero reducido de
estudios que evalian su eficacia, en mucho de los cuales los autores refieren tener



limitaciones para sus investigaciones y sugieren complementarlas con nuevos
trabajos.3%36

Lastimosamente en El Salvador no se cuenta con ningun estudio publicado en el que
se evalué la presencia de microorganismos asociados a la atencién sanitaria en
herramientas de uso médico como lo es el estetoscopio, asi como de la efectividad de
métodos de descontaminacion de estos.

Si bien existen estudios con informacién concluyente en cuanto a la efectividad de la
luz ultravioleta-C para la eliminacibon de microorganismos en superficies de
instrumentos de uso médico cotidiano, especificamente el estetoscopio, en estos se
han utilizado dispositivos sumamente especializados, los cuales incluso en algunas
ocasiones han tenido que ser creados y no son de facil acceso. No existe un estudio en
el que se haya evaluado el uso de dispositivos comerciales que emitan luz ultravioleta-
C accesibles al personal de salud para la descontaminacién de sus instrumentos.
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Objetivos

Objetivo general

Demostrar la eficacia de la luz ultravioleta-C emitida por un dispositivo comercial, para
la eliminacion de bacterias involucradas en infecciones asociadas a la atencion
sanitaria, aisladas de las membranas de estetoscopios de estudiantes de Doctorado en
Medicina de 4°, 5° y 6° afio de la Universidad Dr. José Matias Delgado.

Objetivos especificos

1. Aislar e identificar microbiologicamente bacterias involucradas en infecciones
asociadas a la atencion sanitaria a partir de las membranas de los estetoscopios de
los estudiantes de Doctorado en Medicina de la Universidad Dr. José Matias
Delgado.

2. Determinar la eficacia de la luz ultravioleta-C para la eliminacion de MRSA, E. coliy

P. aeruginosa mediante el subcultivo de las membranas de los estetoscopios
tratados con este procedimiento.
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Capitulo Il

Marco tedrico

1. Infecciones asociadas a la atencion sanitaria

Las infecciones asociadas a la atencion sanitaria son aquellas que se adquieren
posterior a procesos de atencion médica dentro y fuera del ambito hospitalario. Estas
se han convertido en una de las principales problematicas en salud a nivel mundial,
incrementando su incidencia de manera significativa en los udltimos afos. El
comportamiento de este fendmeno es multifactorial y ha sido vinculado al uso de
instrumentos médicos invasivos, administracion irracional de antibibticos,
procedimientos quirdrgicos, contaminacion de sistemas de aire acondicionado,
propiedades fisicas de los establecimientos sanitarios y nivel socioeconémico del pais.
Estas generan un alto impacto en la morbimortalidad y costos en los sistemas de salud
de cada pais.?’

Desde el siglo XIX médicos europeos establecen la importancia de medidas higiénicas
como el lavado de manos, evitar el hacinamiento y la ventilacion adecuada de los
establecimientos sanitarios para evitar complicaciones infecciosas en la atencion de
pacientes. A lo largo de la historia se ha reportado un aumento exponencial de las
infecciones asociadas a la atencién sanitaria, especialmente en el siglo XXI, en el cual
la mortalidad por estas se compara a la ocasionada por accidentes aéreos y
automovilisticos. Los microorganismos que mas han incrementado su incidencia son
MRSA y C. difficile.3®

Las infecciones asociadas a la atencién sanitaria pueden clasificarse de diferentes
maneras. Segun el procedimiento realizado estas pueden ser: Bacteremias asociadas a
catéter central, infecciones urinarias asociadas a catéter, infecciones de sitio operatorio
y neumonias asociadas al uso de ventilador. Segun el microorganismo causal estas
pueden ser ocasionadas por virus, hongos y bacterias. Dentro de los virus causales de
infecciones asociadas a la atencion sanitaria se encuentran el virus de Hepatitis B, C,
Rotavirus, VIH, Herpes simple e Influenza. Los agentes fungicos tienen importancia en
pacientes inmunocomprometidos en los que se desarrollan infecciones por Aspergillus
spp., Candida albicans (C. albicans) y Cryptococcus neoformans.3°

Las bacterias son los principales microorganismos causantes de estas infecciones
adquiriendo mayor relevancia debido a su resistencia a los antibiéticos. Las bacterias
mas frecuentes implicadas en estas son: P. aeruginosa, S. aureus, E. coli, Klebsiella
spp., Enterobacter spp., Enterococcus spp., y Streptococcus spp.*°
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2. Bacterias implicadas en las infecciones asociadas a la atencion
sanitaria

2.1 Staphylococcus aureus

Es una de las principales bacterias involucradas en las infecciones asociadas a la
atencion sanitaria, con relevancia epidemiologica para el desarrollo de multiples
enfermedades, como la bacteriemia asociada al uso de catéter central e infecciones de
piel y tejidos blandos. Se ha separado este tipo de infeccién segun su susceptibilidad y
resistencia a la Meticilina, siendo el MRSA uno de los microorganismos de mayor
interés epidemioldgico. Sin embargo, estudios han demostrado que el Staphylococcus
aureus Sensible a Meticilina (MSSA) es mas frecuente en este tipo de infecciones.*142

El S. aureus ha demostrado ser fuente de contaminacion tanto afuera como dentro del
ambiente hospitalario, con la capacidad de formar biofiims o conglomerados de
bacterias que secretan una capa protectora con dificil penetracién de antimicrobianos.
La superficie contaminada puede involucrar instrumentos de uso cotidiano del personal
meédico y de enfermeria. Esta es la principal bacteria aislada en lapiceros, estetoscopio,
celulares, gabachas y tensiometros. Estudios han demostrado la presencia de MRSA
en hasta un 31.4% de los tensidémetros. 434445

La realizacion extrahospitalaria de procedimientos invasivos como administracion de
antibidticos, dialisis y quimioterapia ha provocado el aparecimiento de nuevas cepas de
MRSA en establecimientos de salud mas pequefios y cercanos a la comunidad. Este
tipo de cepas no demuestran ninguna diferencia en cuanto su comportamiento, tipo de
infeccién que producen y sus complicaciones.*®

Otra cepa en la que se ha puesto interés recientemente es el MRSA adquirido en la
comunidad, ya que se ha convertido en un microorganismo causante de infecciones
asociadas a la atencion sanitaria. Esta bacteria constituye una fuente infecciosa comun
en el ambiente extrahospitalario.*

2.2 Escherichia coli

En los ultimos afios E. coli se ha convertido en una de las bacterias involucradas en
infecciones de origen nosocomial con mas relevancia. En diferentes estudios encabeza
la lista de infecciones asociadas a la permanencia en unidades de cuidado intensivos,
produciendo en la mayoria de los casos, infecciones de vias urinarias asociadas al uso
de catéter e infecciones de tejidos blandos.*"48

Ademas de su elevada incidencia muchas de las cepas de E. coli se han vuelto
productoras de BLEE, esto relacionado con el amplio uso no racional de antibidticos.
Este tipo de resistencia ha demostrado un comportamiento mas agresivo y de dificil
manejo, asociado con una mayor morbimortalidad. Otros antibioticos a los que E. coli
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ha desarrollado resistencia en el contexto de infecciones asociadas a la atencién
sanitaria son Ciprofloxacina, Gentamicina, Tobramicina y Trimetoprim/Sulfametoxazol,
siendo hasta en un 43.8% resistente a multiples antimicrobianos.*%:

Las principales fuentes de contaminacién para E. coli en el ambiente sanitario son:
agua, comida e instrumentos médicos infectados. En presencia de ambientes hUmedos
esta bacteria presenta crecimiento y persistencia. Esta es la segunda bacteria mas
frecuente presente en estetoscopios. La capacidad de formar biofiims es un factor
determinante para la forma de presentacion, su manejo y prondstico. La cepa
uropatogénica es la que se asocia a la formacion de biofilms en el tracto urinario,
secundario al uso de catéter.445%.52

Se debe realizar la diferenciacion entre el origen de las cepas de E. coli, separandolas
entre las adquiridas en la comunidad y las involucradas en la atencion sanitaria. Se ha
demostrado un comportamiento desigual entre las cepas, teniendo una morbimortalidad
significativamente mayor, las originadas en el ambiente sanitario.5%53

2.3 Pseudomonas aeruginosa

Otro patdégeno predominante en el ambiente hospitalario, especialmente en las
unidades de cuidados intensivos, es la P. aeruginosa. Estd bacteria tiene la
caracteristica de contaminar superficies e instrumentos meédicos, ambientes en los
cuales se dificulta su erradicacion. Se ha demostrado que los principales factores de
riesgo para su infeccion son la presencia de la bacteria en el area hospitalaria,
especialmente en el agua de grifo y el uso de ventilacién mecéanica invasiva.>*

Esta bacteria frecuentemente produce brotes epidémicos en unidades de cuidados
intensivos neonatales, pediatricos y de adultos. En muchas ocasiones, el origen de los
brotes puede rastrearse a superficies contaminadas relacionadas con agua, como por
ejemplo: grifos, lavamanos, inodoros, duchas y drenajes. Se ha demostrado la
capacidad que tiene esta bacteria de formar biofilms sobre este tipo de superficies.>®

Otra de las formas de diseminacion de la P. aeruginosa es a través del aire. Se han
aislado bacterias en muestras de aire en unidades de cuidados intensivos, salas de
partos y salas de operaciones. De las muestras aisladas, un alto nimero de cepas
resultaron poseer multiples patrones de resistencia, siendo las productoras de BLEE
las mas frecuentes.>®

La resistencia antimicrobiana de P. aeruginosa es uno de los mayores problemas de
salud publica a nivel mundial. Ha tenido mayor auge en los ultimos afios, con un
preocupante aumento de la resistencia a farmacos de ultima generacion, como los
Carbapenémicos. Con el avance de la genética se ha demostrado la presencia de
genes asociados a la resistencia para ciertas clases especificas de antibioticos; estos
genes pueden ser heredados o pueden surgir a consecuencia de mutaciones
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vinculadas a la exposicion con estos farmacos. Varios estudios han demostrado una
relacion entre la exposicion a antibidticos (a nivel individual y ambiental) y la
adquisicion de resistencia posterior. Se ha demostrado por medio de estudios
filogenéticos el origen de los ancestros de cepas resistentes, hace unas pocas décadas
previas.57:58:59

3. Pruebas de identificacién microbioldgica

Existe una gran variedad pruebas de identificacion microbiolégica Utiles para las
bacterias involucradas en las infecciones asociadas a la atencion sanitaria. Estas
incluyen medios de cultivo, tinciones, pruebas bioquimicas, genéticas e inmunoldgicas.
Por motivos del estudio a realizar se priorizaran las pruebas relacionadas con la
identificacion de S. aureus, E. coli y P. aeruginosa.t0.61.62

3.1 Plate Count Agar

Desde el afio de 1960 se describe la metodologia para realizar el conteo estandar en
placas de cultivo, uno de los principales medios utilizados para tal fin es el “Plate Count
Agar’. Este procedimiento es empleado hasta la fecha para la medicion de
contaminacion bacteriana en muestras de agua potable y alimentos. Este consiste en el
cultivo en un medio no selectivo, transparente, que contiene una variedad de nutrientes
gue son requeridos y facilitan el crecimiento de una gran cantidad de microorganismos.
Existen diferentes métodos de preparacion e inoculacién estandarizados. Actualmente
se acepta la incubacion a temperaturas de 20°C, 28°C o 35°C; la lectura puede ser
realizada a las 24 h, 28 h, 72 h y 5-7 dias.5364

La ventaja que ofrece este medio es el conteo visual de colonias bacterianas de forma
manual o automatica. Las colonias se observan con una coloracion amarillo claro, de
tamafios y formas que varian desde puntas de alfiler menores a 1mm hasta grandes
conglomeraciones amorfas de bacterias. Tipicamente la forma de inoculacion es a
través de diluciones decimales de muestras liquidas, sin embargo, se puede realizar la
inoculacién por contacto directo como por ejemplo con una membrana de estetoscopio.
La principal desventaja de este tipo de medios es que la lectura es subjetiva y
dependiente de la persona que la realiza.10.6566

3.2 Agar de Tripticasa de Soya

Este tipo de medio de cultivo, no selectivo, tiene la caracteristica de permitir el
crecimiento de microorganismos bacterianos y fungicos con requerimientos
nutricionales no exigentes. Se ha demostrado que los microorganismos incubados en
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este medio de cultivo permanecen activos hasta 2 semanas posterior a la inoculacion.
Ademas, se ha observado la supervivencia de bacterias en este medio, congelados a
una temperatura de hasta -20°C.57:68

3.3 Tincién de Gram

Esta fue desarrollada en 1884 por el cientifico danés Hans Christian Gram y en la
actualidad sigue siendo uno de los métodos mas ampliamente utilizados para la
identificacion de bacterias. El procedimiento es relativamente sencillo y econémico, a lo
largo de la historia ha sufrido ciertas modificaciones para distintos tipos de muestra
(tejidos, esputo, orina, sangre, etc.). Este se basa en las diferencias que presentan las
paredes celulares de distintos tipos de bacterias, especificamente en la cantidad de
peptidoglicano y lipidos en la pared celular externa.?:70.71

Para la diferenciacion se utilizan diferentes colorantes que separan las bacterias en
Gram positivas y en Gram negativas. Se aplica el colorante cristal violeta, el cual tiene
una afinidad por el peptidoglicano que se encuentra en mayor cantidad en la pared
celular de las bacterias Gram positivas, luego se aplica solucion de Lugol, el cual forma
un complejo con el cristal violeta que impide la salida de este al ser tratada con alcohol
acetona y por ultimo se utiliza una contratincion con safranina, esta colorea las
bacterias que no reaccionaron al cristal violeta (Gram negativas). El resultado de la
tincion es un color azul violeta para las bacterias Gram positivas y rosado para Gram
negativas.’*

El procedimiento a seguir para la tincion de Gram se resume en el anexo 1.72

3.4 Pruebas paraidentificacion de S. aureus

El género Staphylococcus se observa con la tincibn de Gram tipicamente como cocos
Gram positivos agrupados en racimos. Existen multiples métodos para diferenciar e
identificar al S. aureus de las otras especies de Staphylococcus.”

3.4.1 Catalasa

Esta permite diferenciar la familia Micrococacceae (catalasa positiva), de los géneros
Streptococcus y Enterococcus (catalasa negativa). La enzima catalasa descompone las
moléculas de peroxido de hidrogeno (H202) en agua y oxigeno. De los 4 géneros de la
familia Micrococacceae el de mayor importancia clinica es el género Staphylococcus,
del cual existe 3 especies clinicamente relevantes: S. aureus, S. saprophyticus y S.
epidermidis, para diferenciarlos se deben de realizar otras pruebas bioquimicas.’*
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El procedimiento para realizar el test de catalasa se resume en el anexo 2.7

Imagen 1: Resultados test de catalasa

ASM MicrobeLibrary ®

Se observan resultados de test de catalasa: S. aureus catalasa positiva (portaobjetos
superior) y Streptococcus pyogenes catalasa negativa (portaobjetos inferior). Tomado
del protocolo de test de catalasa de la “American Society for Microbiology”.”®

3.4.2 Coagulasa

Esta prueba se utiliza para separar al S. aureus de otras cepas de Staphylococcus,
siendo la primera coagulasa positiva y el resto denominados S. coagulasa negativa,
gue son especies menos virulentas. Existen 2 formas de realizar la prueba (test en
lamina y test en tubo).”

El procedimiento para realizar el test de coagulasa se resume en el anexo 3.7
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Imagen 2: Resultado del test de coagulasa

ASM MicrobeLibrary © Ka

Se observan resultados del test de coagulasa: Resultado negativo (tubo de ensayo
superior) y resultado positivo (tubo de ensayo inferior). Tomada de protocolo de
coagulasa, “American Society for Microbiology”.”®

3.4.3 Agar Cromogénico para MRSA

La alta prevalencia de MRSA en el ambiente hospitalario e instituciones sanitarias han
impulsado el desarrollo de pruebas rapidas de identificacion para este microorganismo,
una de estas tecnologias es el uso de Agar cromogénico. Esta herramienta tiene
multiples aplicaciones, siendo la principal el tamizaje del personal de salud al examinar
muestras nasofaringeas para determinar si estos son portadores. Este medio de cultivo
ha demostrado una alta sensibilidad y especificidad al ser comparado con técnicas
genéticas como la Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) para MRSA. Existe una
variedad de métodos comercializados, dentro de estos el “Brilliance MRSA 2 Agar’ de
Oxoid ha mostrado una sensibilidad de 99.7% y especificidad de 95.6% al ser cultivado
a una temperatura de 35-37°C, con una lectura a las 24 horas. El resultado se
considera positivo al encontrar colonias con color azul caracteristico para MRSA.77:78

3.5 Analytical Profile Index 20E

El Analytical Profile Index 20E (APl 20E) es uno de los métodos de identificacion
microbiolégica que utiliza multiples pruebas bioguimicas en miniatura, esta se emplea
para la determinacion de las bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae.
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Es un método practico y relativamente econémico en forma de tiras que contienen 20
pocillos con reactivos que evallan propiedades bioquimicas especificas. Previo a la
realizacion del andlisis se debe asegurar que la bacteria pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, para esto se lleva a cabo la prueba de Citocromo oxidasa, la cual
es negativa para este tipo de bacterias.”:80.81.82

El procedimiento y resultados de las pruebas bioquimicas del APl 20E se resumen en
los anexos 4 y 5.828384

Imagen 3: Resultado de API 20E
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Se observa el resultado del API 20E positivo para una cepa de E. coli.®3

4. Métodos de eliminacion de microorganismos

La disminucion del nimero de infecciones asociadas a la atencion sanitaria se ha
relacionado con la mejora de los métodos de limpieza y desinfeccion en el area
hospitalaria, los protocolos para la realizacion de estos difieren entre hospitales y
paises. Se ha demostrado que cuando la desinfeccion se aplica posterior a métodos
de limpieza existen mejores resultados en la eliminacién de microorganismos. A lo
largo de los afios se han realizado diversos cambios en la seleccién apropiada de
desinfectantes. Se sustituydé el uso de alcohol formaldehido como mecanismo
desinfectante por su alto nivel irritativo y toxico agregandose el uso de nuevos
esterilizantes como el peroxido de hidrogeno, acido paracético, fenoles, yodoforos,
alcohol isopropilico y etilico.1#85

Actualmente los métodos de desinfeccién que inactivan o eliminan microrganismos
pueden clasificarse en base a su capacidad; los de alto nivel como el peréxido de
hidrogeno 7.5%, nivel intermedio el alcohol isopropilico y de bajo nivel los detergentes
de accién germicida de amonio cuaternario.8®
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A su vez persiste un debate en cuanto a la efectividad de los métodos de desinfeccion
al ser utilizados en superficies, demostrando en la mayoria de los casos una
eliminacién de un alto porcentaje de bacterias. Sin embargo, ciertas caracteristicas de
estos métodos limitan su eficacia, como por ejemplo el agua empleada, la cual puede
favorecer el crecimiento bacteriano. Estos ademas no han demostrado la capacidad
para eliminar todos los patbgenos como esporas bacterianas o disminuir la cantidad de
bacterias por periodos prolongados. Debido al tiempo de contacto requerido se ha
registrado que para ciertos microorganismos como Mycobacterium tuberculosis (M.
tuberculosis), virus de hepatitis B y C se requiere un contacto de al menos 10 minutos,
tiempo mayor al utilizado cominmente.86

Las bacterias encontradas en las infecciones asociadas a la atencion sanitaria tienen la
capacidad de generar mutaciones genéticas que disminuyen la susceptibilidad a los
desinfectantes, un ejemplo de esto es el S. aureus que puede generar genes
responsables de una tolerancia a la accion germicida del amonio cuaternario. Ademas,
existe evidencia de la capacidad de transferencia de estas mutaciones genéticas entre
distintas cepas, como en el caso de S. aureus y E. coli.®’

Debido a estas fallas han surgido nuevos métodos, dentro de los que se encuentran:
los desinfectantes liquidos con la combinacién de perdxido de hidrogeno méas &cido
paracético y el agua electrolizada, que han demostrado ser seguros y efectivos en la
eliminacién de multiples microorganismos, incluyendo virus, bacterias y esporas. Otros
métodos novedosos que entran en la categoria de “tecnologias de descontaminacion
sin contacto”, como el peroxido de hidrégeno vaporizado y los dispositivos méviles que
emiten luz ultravioleta-C, han tenido buenos resultados en su aplicacién. El uso de la
luz ultravioleta-C como método de desinfeccion sera discutido en un apartado
posterior.88

5. Luz

La luz es un fendbmeno que ha sido estudiado extensamente a través del tiempo, dar
una definicion precisa ha sido un problema que han enfrentado grandes fisicos, los
cuales han intentado explicarla formulando diversas teorias, basadas en estudios y en
la forma en como esta se comporta. La principal dificultad para definirla es el hecho que
su comportamiento ha variado segun la forma en como esta disefiado el estudio. Por
mucho tiempo hubo una divisién en la que se postulaban dos principales teorias, la luz
como una particula conocida como fotén y la luz como onda. Fue hasta el desarrollo de
la mecénica cuantica en que se unifico una teoria de comportamiento dual.®®

La ciencia que estudia los fendbmenos de la luz es conocida como Optica, esta se divide
en tres areas principales: la éptica fisica que estudia el comportamiento ondulatorio, la
optica geométrica que estudia los rayos de luz formados por particulas y como estos
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interaccionan con lentes y espejos. Y la Optica cuantica que analiza la interaccion de la
luz y la materia con un enfoque dual.®®

Por definicion un rayo de luz representa la direccidon en la que se propaga la energia de
una onda de luz. Este posee diferentes caracteristicas Utiles para diferenciar tipos
especificos de luz, las tres principales son longitud de onda, amplitud y frecuencia. La
longitud de onda es la distancia entre dos puntos consecutivos formados por un
componente conocido como crestas de onda.®°

En base a la longitud de onda, los espectros de luz se dividen en luz infrarroja con
entre 0.5 mm a 0.72 um, luz visible entre 400 a 720 nm, luz ultravioleta entre 200 a 400
nm y extremo ultravioleta 500 a 2,000 A. La luz ultravioleta se subdivide en 4 grupos
gue son luz ultravioleta A de 320 a 400 nm, B de 280 a 320 nm, C de 200 a 280 nm y la
luz ultravioleta de vacio de 100 a 200 nm (Tabla 1).1992

Tabla 1. Longitud de onda para los diferentes espectros de onda
electromagnética®!

Espectro electromagnético

Tipo de onda Limites aproximados de sus

longitud de onda

Dominio electréonico Ondas de radio 1000 m —0.50m
Microondas S50 cm - 0.05 mm

Dominio optico Infrarrojo lejano 0.5mm — 0.03 mm
Infrarrojo cercano A0 pm—-072 pm
Luz visible 720 nm — 400 nm
Luz ultravioleta 400 nm — 200 nm
Extremo ultravioleta 2,000 A—-500A

Fisica de alta energia | Rayos X S00A—-1A
Rayos gamma 1TA-01A

1 micra= pm=10 € m; 1 angstrom= 1 a = 10-'"®m; 1 nanémetro= 1 nm = 10 *m

5.1 Luz ultravioleta-C

El estudio de la luz y su separaciéon en los diferentes tipos de ondas ha permitido
determinar las caracteristicas de cada dominio, creando tecnologias que aprovechan
estas propiedades en una amplia variedad de aplicaciones. Una de estas tecnologias
es la desinfeccion basada en mecanismos que utilizan luz, dentro de los que se
encuentran: la luz ultravioleta-C, luz azul y la terapia fotodinamica. La luz ultravioleta-C
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dentro de un rango de 250-270nm es la que presenta el mayor potencial para inactivar
microorganismos, en este rango es absorbida en mayor cantidad por los éacidos
nucleicos presentes en las células. Su accién bactericida esta mediada por la formacién
de dimeros de pirimidina y ciclobutano en las moléculas de ADN, estos provocan una
falla en la replicacién celular ocasionando la muerte del microorganismo.*®

5.1.1 Aplicacién de la luz ultravioleta-C en la eliminacion de
microorganismos

Los experimentos con luz ultravioleta mostraron avances desde el afio de 1877,
Downes y Blunt reportan la inactivacion de bacterias con la utilizacion de luz
ultravioleta, demostrando que el espectro azul-violeta es el mas efectivo, dando inicio a
diversos estudios que evallan la capacidad de eliminar microorganismos. La utilizacion
de la radiacion germicida de luz ultravioleta se define como la capacidad de las ondas
de la luz con un rango de 200 a 320 nm para eliminar microorganismos.®?

La aplicacion de la luz ultravioleta-C en hospitales inicia en la década de 1930 a
1939 con el uso de esta en lAmparas superiores de cuartos. Para 1950 existia
suficiente evidencia que demostraba la efectividad de la luz ultravioleta-C para la
desinfeccion de sistemas de aire y superficies, lo cual conlleva a la aplicacion y
desarrollo de nuevas tecnologias en el area de ingenieria. No fue hasta 2003 que el
CDC reconocio formalmente su efectividad y potencial para ser utilizado en la
desinfeccién de hospitales y aires.®?

Los métodos de desinfeccion basados en la aplicacion de luz ultravioleta-C han sido
empleados en multiples ambitos como el manejo de alimentos, agua, aires
acondicionados, entre otros. En cada area se han realizado avances y modificaciones
en la forma que esta es aplicada, hasta la fecha se siguen desarrollando
investigaciones que estudian las caracteristicas de estas tecnologias, su efectividad y
los nuevos dispositivos que son creados para este fin.3493.94.95

La luz ultravioleta-C ha demostrado efectividad para la eliminacion y el control de
microorganismo virales como el virus de la influenza y de Hepatitis C. Esta es capaz de
reducir la transmision aérea del virus de influenza A HIN1, asi como de inactivar al
virus de la Hepatitis C presente en productos sanguineos. 697

La luz ultravioleta-C tiene capacidad para inactivar una gran variedad de bacterias,
dentro de las cuales se encuentran las involucradas en infecciones asociadas a la
atencion sanitaria. En muchos casos es capaz de eliminar patdgenos que presentan
multiples formas de resistencia a antibidticos y a otros métodos de desinfeccion.
Estudios han demostrado actividad bactericida de la luz ultravioleta-C para S. aureus,
E. coli y P. aeruginosa, incluso en E. coli y Listeria monocytogenes agrupadas en
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biofilms. Protocolos que utilizan luz ultravioleta-C en lampara de cuarto fueron capaces
de reducir la transmisiéon de M. tuberculosis.'898.99.100,101

A su vez microorganismos fungicos también pueden ser eliminados al utilizar luz
ultravioleta-C. La aplicacion de luz emitida en pulsos fue efectiva para eliminar biofilms
formados por C. albicans y C. parapsilosis.102:103

5.1.2 Luz ultravioleta-C en medicina

Por su capacidad demostrada para la eliminacion de multiples microorganismos, la luz
ultravioleta-C ha sido utilizada en areas de aplicacion médica. Los hospitales que
tienen la capacidad econémica y el acceso a estas tecnologias utilizan la luz
ultravioleta-C para la descontaminacion de cuartos, instrumentos médicos y materiales
utilizados por profesionales de salud y pacientes. Esto con la finalidad de prevenir o
reducir en nimero las infecciones asociadas a la atencién sanitaria.33104.105.106,107

Se han encontrado resultados beneficios en la aplicacion de terapia con luz ultravioleta,
en el manejo de manifestaciones dermatolégicas de enfermedades como
esclerodermia localizada morfea, vitiligo, dermatitis atopica y linfoma de células T
cutaneo. Ademas, la luz ultravioleta-C ha demostrado ser efectiva en el tratamiento de
heridas cutdneas en ulceras o quemaduras contaminadas con MRSA, P. aeruginosa y
C. albicans; acelerando también el proceso de reparacion de la piel al provocar una
reaccion inflamatoria que media la proliferacion celular. Sin embargo, la utilizacion de la
luz ultravioleta-C en estas areas se encuentra en estadios tempranos, ya que la
evidencia existente proviene en su mayoria de estudios in vitro e in vivo, con una
cantidad significativamente menor de estudios clinicos.7:18:19

El mismo mecanismo a través del cual la luz ultravioleta-B y C producen un efecto
germicida, esta vinculado al desarrollo de lesiones importantes de la piel como
inmunosupresion, envejecimiento y mutaciones genéticas con el desarrollo final de
cancer de piel. Sin embargo, se ha demostrado que las exposiciones limitadas a luz
ultravioleta-C en el tratamiento de heridas no estan relacionadas con efectos
carcinogénicos, ya que las mutaciones provocadas solo son significativas al ser
aplicada por un periodo prolongado de tiempo, superando los mecanismos de
reparacion en células eucariotas.®

5.1.3 Dispositivos emisores de luz ultravioleta-C

En la actualidad existe una variedad de productos emisores de luz ultravioleta-C
comerciales, disefiados para la desinfeccion de cuartos completos a nivel hospitalario.
Estos dispositivos han demostrado una alta efectividad para la eliminacion de
microorganismos presentes en superficies de salas de operaciones y unidades de
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cuidados intensivos. Algunas de las desventajas que presentan son su alto costo, un
tamafo considerable y la necesidad de emitir el rayo de luz directamente sobre la
superficie a descontaminar, teniendo una menor efectividad lugares de dificil
acceSO-108|109|110

Existen dispositivos emisores de luz ultravioleta-C comerciales de menor tamafio y
costo, este tipo de dispositivos son de venta libre al publico y se emplean
principalmente en la descontaminacion de articulos personales. Algunos de estos
aparatos estan disefiados principalmente para la desinfeccién de dispositivos méviles
de uso cotidiano, estos emplean luz ultravioleta-C en camaras cerradas que aislan los
dispositivos u objetos, evitando la exposicion directa del usuario a la luz. Uno de los
problemas con este tipo de dispositivo es la poca cantidad de estudios que evallen su
efectividad.34:35:36

El “PhoneSoap” en un dispositivo emisor de luz ultravioleta-C disefiado para la
descontaminacion de teléfonos celulares, ademas de otros objetos de tamafio pequefio
como tarjetas de crédito. Este dispositivo se encuentra a la venta al publico en general
y es capaz de emitir una irradiacién con una longitud de onda de 254nm, la cual tiene
accion bactericida.1%:112

Imagen 4: Dispositivo emisor de luz ultravioleta-C “PhoneSoap”

413
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Se muestra el disefio empleado para la patente del dispositivo emisor de luz ultravioleta
“PhoneSoap”.1*?
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Capitulo Ill

Metodologia de Investigacion

1. Tipo de estudio

El estudio fue cuasiexperimental de muestras pareadas de corte transversal.

2. Poblacion y seleccion de muestra
2.1 Poblacion de estudio

Poblacién diana: membranas de los estetoscopios de los estudiantes de la carrera de
doctorado en medicina.

Poblacién accesible: las membranas de los estetoscopios de estudiantes de medicina
de la Universidad Dr. José Matias Delgado que durante los meses septiembre y
octubre de 2018 se encontraban cursando materias del area clinica en 4°, 5° y 6° afo.

Estos se dividieron en 3 grupos: 60 estudiantes de cuarto afio cursando la asignatura
de Cirugia 1, 31 de quinto afio cursando Pediatria 1 y 43 estudiantes de sexto afio
cursando Medicina Interna 2.

2.2 Unidad de analisis

Unidades formadoras de colonias presentes en la superficie de los cultivos de Plate
Count Agar (PCA), inoculados con las membranas de los estetoscopios de estudiantes,
previo y posterior a la aplicaciéon de luz ultravioleta-C a través de un dispositivo
comercial.

2.3 Unidad reportante

Resultados de las unidades formadoras de colonias presentes en la superficie de los
cultivos de Plate Count Agar (PCA), almacenados en el instrumento de recoleccion de
datos digital.

2.4 Tamano de la muestra

No se realizd calculo del tamafio de la muestra debido a que el estudio fue de tipo
cuasiexperimental. Se incluyeron todas las membranas disponibles en los grupos de
estudiantes.
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2.5 Seleccion de la muestra

De tipo no probabilistico, por conveniencia, consecutivo.

3. Criterios de inclusién y exclusion

3.1 Criterios de inclusion:

Estetoscopios de los estudiantes participantes.

Estetoscopios con membranas que hayan sido adquiridas al menos 1 mes previo
a la toma de muestra.

Estetoscopios con membranas que hayan sido utilizadas en pacientes en el
ambito hospitalario por lo menos 1 vez en las 2 semanas previas a la toma de
muestra.

Estudiantes que desean participar en el estudio y que proporcionen las
membranas de sus estetoscopios.

3.2 Criterios de exclusion:

Estetoscopios con membranas que no puedan ser removidas del instrumento o
gue al hacerlo exista la posibilidad de dafarlo.

Estetoscopios en los cuales hayan sido aplicados, el mismo dia de la toma de
muestra, cualquier tipo de método de desinfeccion (fisicos, quimicos o
mecanicos).

Estetoscopios que presenten membranas con dafos considerables que dificulten
su manipulacion.

Estetoscopios con membranas que no sean capaces de ser introducidas en el
sistema de emision de luz ultravioleta debido a su tamafio o a su forma.
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4. Operacionalizacion de las variables

Variable Definicion Dimension Indicadores
operacional
Afo de estudio Ao de la carrera de Cuarto afio Listado oficial de
medicina que se Quinto afio estudiantes mscrl.to.s en
encontraba . doctorado en medicina en
cursando el Sexto afio la Universidad Dr. José
estudiante en el Matias Delgado en el ciclo
momento de la [1-2018.
muestra.
Area clinica del Area hospitalaria en Medicina Listado oficial de
estudiante la que el estudiante Interna estudiantes inscritos en
se encontraba Ginecologia doctorqdo gn medicina en
desempefiando diatri la Universidad Dr. José
tutorias y turnos en Pediatria Matias Delgado en el ciclo
el hospital al Cirugia 11-2018.
momento de la
toma de la muestra.
Unidades Cantidad de éareas Numero Conteo manual de UFC,
formadoras de de crecimiento = especifico entre tomadas como éarea de
colonias bacteriano 0- 250 crecimiento bacteriano
bacterianas separadas, Mayor o igual aisladas cqn un diametro
(UFC) presentes en el que 250 mayor o igual a 1mm.,
medio de cultivo realizado 24 horas

Tincion de Gram

Tiempo de
exposicion a Luz
ultravioleta-C

Plate Count Agar
(PCA).

Coloracion que
adquirid la bacteria
al realizar la

coloracion de Gram.

Tiempo expresado
en minutos en que
las membranas

Gram positiva

Gram negativa

0 minutos

10 minutos

posterior a inoculacién en
el medio PCA a una
temperatura de 35° C.

Células moradas Gram
positivas, células rosadas
Gram negativas a través
de visualizacion en
microscopio de luz
mediante objetivo 100x.

Tiempo programado por el
dispositivo comercial
emisor de luz ultravioleta-
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Bacterias
implicadas
infecciones
asociadas a
atencion
sanitaria

en

la

hayan sido
expuestas a un
dispositivo de Iluz
ultravioleta C a una
longitud de onda de
254 nm.

Microorganismos S. aureus
bacterianos de MRSA
relevancia clinica en
las infecciones
asociadas a la P.aeruginosa
atencion sanitaria.

E. coli

C PhoneSoap 3.0
empleado sobre las
membranas de los
estetoscopios.

Resultado de los test de
identificacion
microbioldgica:

S. aureus: coco Gram
positivo  agrupado en
racimos con pruebas de
coagulasa 'y catalasa
positiva.

MRSA: coco Gram positivo
que presentd pruebas
positivas para S. aureus y
gue tuvo un crecimiento
con colonias de color azul
en el medio “Brilliance
MRSA 2 Agar”.

E. coli: bacilo

Gram negativo con
resultado API20E positivo
para E. coli.

P. aeruginosa: bacilo
Gram negativo con
resultado API20E positivo
para P. aeruginosa.
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5. Hipétesis de investigacion

H1: “La luz ultravioleta-C emitida por un dispositivo comercial en un lapso de 10
minutos es eficaz para la eliminacion de bacterias involucradas en infecciones
asociadas a la atencion sanitaria aisladas en estetoscopios de estudiantes de
Doctorado en Medicina de 4°, 5° y 6° ano de la Universidad Dr. José Matias Delgado.”

HO-1: “La luz ultravioleta-C emitida por un dispositivo comercial en un lapso de 10
minutos no es eficaz para la eliminacion de bacterias involucradas a infecciones
asociadas a la atencion sanitaria aisladas en estetoscopios de estudiantes de
Doctorado en Medicina de 4°, 5° y 6° ano de la Universidad Dr. José Matias Delgado.”

H2: “Existe presencia de bacterias implicadas en infecciones asociadas a la atencion
sanitaria en la membrana de estetoscopios en los estudiantes de medicina.”

HO-2: “No existe presencia de bacterias implicadas en infecciones asociadas a la
atencion sanitaria en la membrana de estetoscopios en los estudiantes de medicina.”

H3: “La luz ultravioleta-C emitida por un dispositivo comercial es eficaz en la
eliminacibn de MRSA aislados en estetoscopios de estudiantes de Doctorado en
Medicina de 4°, 5° y 6° afio de la Universidad Dr. José Matias Delgado.”

HO-3: “La luz ultravioleta-C emitida por un dispositivo comercial no es eficaz en la
eliminacibn de MRSA aislados en estetoscopios de estudiantes de Doctorado en
Medicina de 4°, 5° y 6° afio de la Universidad Dr. José Matias Delgado.”

H4: “La luz ultravioleta-C emitida por un dispositivo comercial es eficaz en la
eliminacién de E. coli aislados en estetoscopios de estudiantes de Doctorado en
Medicina de 4°, 5° y 6° afio de la Universidad Dr. José Matias Delgado.”

HO-4: “La luz ultravioleta-C emitida por un dispositivo comercial no es eficaz en la
eliminaciéon de E. coli aislados en estetoscopios de estudiantes de Doctorado en
Medicina de 4°, 5° y 6° afio de la Universidad Dr. José Matias Delgado.”

H5: “La luz ultravioleta-C emitida por un dispositivo comercial es eficaz en la
eliminacién de P. aeruginosa aislados en estetoscopios de estudiantes de Doctorado
en Medicina de 4°, 5° y 6° afio de la Universidad Dr. José Matias Delgado.”

HO-5: “La luz ultravioleta-C emitida por un dispositivo comercial no es eficaz en la
eliminacion de P. aeruginosa aislados en estetoscopios de estudiantes de Doctorado en
Medicina de 4°, 5° y 6° afio de la Universidad Dr. José Matias Delgado.”
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6. Disefio metodologico
6.1. Proceso de recolecciéon de las muestras:

El estudio se realiz6 en las instalaciones de la Universidad Dr. José Matias Delgado. La
recoleccion de las membranas de los estetoscopios de los estudiantes se llevo a cabo
en 2 tiempos, seleccionados por conveniencia para la toma de muestras y valorando no
interferir en las actividades académicas de los estudiantes.

Se recolectaron las membranas de estetoscopios de los estudiantes de 4° afo el
martes 11 de septiembre de 2018, durante la semana de los primeros examenes
parciales, ademas para 5° y 6° afio el lunes 22 de octubre de 2018, fecha de realizacién
de sus segundos examenes parciales.

6.1.1 Contacto con representante de cada afno

Se comunico con los representantes de cada afio y coordinadores de las asignaturas,
una semana previa a la toma de muestra y se coordiné con estas personas para que
solicitaran a los estudiantes acudir a su evaluacidbn con su estetoscopio de uso
personal.

6.1.2 Charla informativa

En el aula de realizacibn de su examen parcial a cada grupo de estudiantes se les
explico la dindmica del estudio, su participacion opcional, explicando en qué consiste el
estudio, como se llevaria a cabo la manipulacion de membrana del estetoscopio, la
confidencialidad de los resultados, el dia de entrega de las membranas, dia de entrega
de los resultados y los posibles riesgos o dafios que pudieran ocasionarse en estas.
También se entreg6 una hoja informativa en forma fisica (Ver anexo 6).

6.1.3 Entrega de formulario para participar en el estudio

Los investigadores esperaron al final del examen, a medida que cada estudiante saliera
se solicitdo de forma individual su participacion en el estudio, fue llevado a un aula
asignada para la recoleccion de membranas y se aclaro cualquier duda acerca de la
investigacion. Para este fin se solicitd al estudiante que leyera detenidamente el
consentimiento informado utilizado. En el caso de desear participar este completo el
formulario con sus datos personales y firma (Ver anexo 7).
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6.1.4 Recoleccién de membranas de estetoscopios

Al aceptar participar en el estudio se removié la membrana del estetoscopio del
estudiante, esta se colocé en una bolsa de recoleccidn de plastico transparente estéril,
identificada con un cédigo correlativo el cual fue entregado al estudiante para facilitar
su posterior devolucion y esta informacion se almacend en una base de datos en
Microsoft Excel, la cual incluye el nombre del estudiante y su cédigo correlativo (Ver
anexo 8).

De los estudiantes 68 aceptaron participar en el estudio, sin embargo 2 de estas
membranas cumplian criterios de exclusion, por lo que no se incorporaron en la
investigacion. Se tomaron un total de 66 membranas de estetoscopios, 24
correspondientes a alumnos de 4° afo, 26 a 5°afo y 16 de 6°afo.

6.1.5 Traslado de membranas de estetoscopios al laboratorio de la
Universidad Dr. José Matias Delgado

Una vez recolectadas todas las membranas de los participantes estas fueron
transportadas al laboratorio de medicina de la universidad, en donde segun el horario

de finalizacion del examen se realizaron las pruebas correspondientes el mismo dia o
el dia siguiente.

6.2. Pruebas en el laboratorio de medicina de la Universidad Dr. José
Matias Delgado

6.2.1 Inoculaciobn con membrana de estetoscopio previo a luz
ultravioleta-C

En el laboratorio se retiraron las membranas de los estetoscopios de las bolsas
estériles en las cuales fueron transportadas y posterior a esto se expusieron de manera
directa a los medios de cultivo PCA en una caja de Petri de un compartimiento durante
5 minutos, previo a la aplicacion de luz ultravioleta-C (Ver anexo 9).

Se seleccioné un tiempo de 5 minutos, posterior a realizar pruebas de crecimiento con
10 segundos, 1, 5, 10 y 20 minutos. En esta prueba se encontré6 un crecimiento
adecuado con el tiempo seleccionado (Ver anexo 10).

6.2.2 Exposicion de las membranas a la luz ultravioleta-C

Se aplicaron 10 minutos de radiacion con luz ultravioleta-C de manera directa sobre las
membranas de estetoscopios. Para esto se utilizé el dispositivo comercial de venta libre
Phone Soap 3.0, el cual es un aparato utilizado para la descontaminacién de teléfonos
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celulares. Este dispositivo cumple con especificaciones utilizadas en investigaciones
previas, ya que emite una onda de luz de 254nm a una distancia aproximada de 10-
20mm, en un espacio cerrado y seguro para el manipulador, también siendo accesible
a la poblacién general.1° Se utilizaron dos dispositivos emisores de luz ultravioleta-C.

6.2.3 Inoculaciobn con membrana de estetoscopio posterior a luz
ultravioleta-C

Se repitid la inoculacion inmediatamente posterior al haber recibido los 10 minutos de
irradiacion con luz ultravioleta-C.

6.2.4 Almacenamiento y crecimiento bacteriano en medio de cultivo
PCA

Los medios de cultivos inoculados previo y posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C
fueron etiquetados siguiendo el cédigo vinculado a la membrana del estetoscopio,
luego se almacenaron por 24 horas en un ambiente controlado y aislado a 35°C.

6.2.5 Lectura de crecimiento bacteriano

Los resultados de los cultivos se leyeron 24 horas posterior a la inoculacién, para esto
se realiz6 un conteo manual de las unidades formadoras de colonias, estas se
reportaron como el nimero exacto entre 0 y 250, 0 como mayor o igual que 250. Estos
resultados se almacenaron en las bases de datos de forma pareada para la membrana
especifica (Ver anexo 11).

6.2.6 Pruebas de identificacion microbioldgica

Se encontr6 en muchos casos que en las placas inoculadas hubo diferentes
morfologias macroscépicas de colonias, por cada placa se tomaron un maximo de 2
tipos de colonias predominantes. A las 48 horas de crecimiento en la placa inicial, se
inocularon subcultivos puros a los que se realizaron las pruebas de identificacion
microbiolégica posteriormente (Ver anexo 12).

Se realizo tincion de Gram, para diferenciar entre bacterias Gram positivas o negativas.
En el caso de tratarse de una bacteria Gram positiva se realiz6 la prueba de catalasa,
colocando la muestra con un aplicador de madera en una laminilla con una gota de
peréxido de hidrogeno al 3% y observando la produccién de burbujas. A las bacterias
catalasa positiva se les realizd prueba de coagulasa, colocando un asa completa de
muestra en 0.5 mL de plasma con una lectura a las 4 y 24 horas. Por razones

32



econdmicas y ante la gran cantidad encontrada de cocos Gram positivos, catalasa
positiva se inicio con plasma citratado de conejo y se continuo con plasma de humano.

Se encontraron Bacillus subtilis (B. subtilis), los cuales correspondieron a Bacilos Gram
positivos agrupados en cadenas cortas, formadores de esporas, catalasa positiva con
colonias caracteristicas. Se determind la presencia de Streptococcus spp., con COcos
Gram positivos agrupados en pares o0 en cadenas con resultado de catalasa negativa.
Ademas, se definid a los cocos Gram positivos agrupados en racimos con prueba de
catalasa positiva como pertenecientes al género Staphylococcus, los cuales fueron
separados en S. coagulasa negativa y S. aureus que cuenta con prueba de coagulasa
positiva. Al encontrar la presencia de S. aureus se cultivé en el “Brilliance MRSA 2
Agar”, con una lectura a las 24 horas, evaluando si era una cepa positiva para MRSA.

Por otro lado, al tratarse de una bacteria Gram negativa se cultivd en el agar
MacConkey para inhibir el crecimiento de las Gram positivas. Posterior a esto se utilizé
el sistema de identificaciéon conocido como “Analytical Profile Index 20E” (APl 20E),
determinando el biocédigo especifico del inoculo. Para la lectura del APl 20E se
introdujo este numero en el sistema APlweb con la identificacion especifica de la
bacteria.

Una vez identificada la bacteria aislada en cada membrana esta fue reportada en la
base de datos de forma pareada con las unidades formadoras de colonias encontradas
previa y posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C, con el objetivo de analizar los
datos de forma especifica para las especies de relevancia para el estudio.

6.2.7 Uso de Agar Tripticasa de Soya

Este no fue utilizado debido a que todas las pruebas se realizaron en un maximo de 2
dias posteriores a la inoculacién de cultivos puros. El medio estaba contemplado en el
caso de que las pruebas fueran realizadas en las semanas siguientes.

6.2.8 Protocolo de bioseguridad

Fue seleccionado el laboratorio de medicina de la Universidad Dr. José Matias
Delgado, debido a que esté cuenta con los recursos e infraestructura que permiten
desarrollar una investigacion siguiendo un protocolo de bioseguridad nivel 2. Esto
implica que tanto el area a trabajar como los investigadores se encuentran capacitados
para manejar agentes patdgenos de peligro moderado.

Dentro de las medidas de proteccion que se utilizaron se encuentran:

1. Restringir el uso del laboratorio a personas ajenas al estudio, especialmente el
area en la que se desarrollaron las pruebas.
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La descontaminacion periddica de superficies de trabajo, previo y posterior a
cada prueba realizada, posterior a la finalizacién de la jornada y en el caso de
salpicaduras.

Uso de gabinete de seguridad biolégica en pruebas que involucren patégenos de
alto riesgo y capacidad de formar aerosoles.

Uso de material de proteccién personal que incluyen mascarillas, gabacha y
guantes limpios descartables (utilizando un par de guantes para cada prueba
realizada).

Lavado de manos con la técnica adecuada al iniciar la jornada y posterior a
descartar cada par de guantes.

Manipulacion de muestras y realizacibn de pruebas de manera cuidadosa,
evitando salpicaduras y formacion de aerosoles.

Sequir el reglamento del laboratorio y las indicaciones del jefe de laboratorio en
cuanto al espacio designado para las pruebas, almacenamiento de muestras y
cultivos.

Seguir el protocolo del laboratorio para la eliminacién de material bioinfeccioso.
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6.3 Flujograma de analisis microbioldégico a realizarse en el
laboratorio de medicina de la Universidad Dr. José Matias Delgado:

Toma de cultivos PCA
previo y posterior a luz
ultravioleta-C

Lectura de unidades
formadoras de colonias a
las 24 horas de inoculacién

|
Subcultivo puro en PCA a
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Tincion de Gram

Bacterias Gram Bacterias Gram
positivas negativas

Realizacion de

pruebas Catalasa y Subcultivo en Agar
Coagulasa para cocos MacConkey

Gram positivos

Realizacion de API

| | 20E
Pruebas positivas para Pruebas negativas, otra
S. aureus, cultivo en bacteria Gram positiva
Agar Brilliance MRSA2:
MRSA: colonias azules
MSSA: sin crecimiento
API20E positivo —
para P. aeruginosa API 20E especifico
API20E positivo para otra
para E. coli enterobacteria
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6.4. Analisis estadistico de los datos

Se agruparon los datos de diferentes maneras para hacer analisis sobre pareos
especificos de las unidades formadoras de colonias previo y posterior a la utilizacion de
luz ultravioleta-C. Estos grupos fueron representados mediante estadistica descriptiva
con tablas y graficos que utilizaron medidas como frecuencia, porcentaje, media,
mediana y rango intercuartilico.

Para lograr comprobar las hipotesis del estudio, primero se realiz6 la prueba de
normalidad Kolmogorov-Smirnov para determinar si la muestra seleccionada tenia una
distribucion paramétrica o no paramétrica. Se determind que todas las agrupaciones de
muestras que se realizaron tuvieron una distribucion no paramétrica.

Se utilizé la prueba de Wilocoxon para determinar si las diferencias de medianas en las
unidades formadoras de colonia previo y posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C
fueron estadisticamente significativas (p< 0.05), se seleccioné esta prueba debido a
gue el muestreo fue pareado con distribucién no paramétrica. Ademas, se configuré la
prueba para una cola, debido a que se espera que el grupo previo a la aplicacion de luz
ultravioleta-C tenga una mediana mayor.'3

El programa utilizado para la base de datos fue Microsoft Excel, todas las pruebas
estadisticas y gréaficas fueron realizadas en el programa estadistico Graphpad Prism
8.0 (version de prueba).

6.5. Entrega de las membranas de estetoscopios y resultados a los
estudiantes

6.5.1 Entrega de las membranas de estetoscopio a los estudiantes

Las membranas se devolvieron 1 a 2 dias posterior a la exposicion de luz ultravioleta-
C, para esto se coordin6 previamente con los representantes de grupo, de manera que
pudieran ser entregadas en una fecha y aula programada.

6.5.2 Entrega de resultados a los estudiantes

Los datos encontrados acerca de las bacterias aisladas en las membranas de los
estetoscopios fueron entregados a los estudiantes utilizando un instrumento que
especifica si hubo crecimiento o no, cual fue la bacteria aislada y una serie de
recomendaciones para la eliminacion de esta. Este instrumento fue entregado
personalmente en un sobre sellado para garantizar la confidencialidad del resultado
(Ver anexo 13y 14).
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6.6. Consideraciones éticas

El estudio desarrollado respeto los principios éticos en medicina de la siguiente forma.
El principio de la beneficencia al proponer un método de descontaminacion de
instrumentos médicos eficaz, que ayude a prevenir infecciones asociadas a la atencion
en salud. La no maleficencia al utilizar un dispositivo seguro para los estudiantes y sus
membranas de estetoscopios. Autonomia al respetar la decision de participar o no en el
estudio. Justicia al incluir a todos los estudiantes que desearan participar.

Se presentd el protocolo al comité de ética de la facultad de medicina ya que se
consider6 que la investigacion realizada fue de riesgo minimo, esto debido a que
existia el riesgo teorico de producirse contaminacion accidental de las membranas de
los estetoscopios con bacterias que poseen capacidad infecciosa, las cuales podrian
de manera excepcional ser transmitidas a los estudiantes participantes, asi como a los
pacientes en quienes utilizaran el instrumento posteriormente (Ver anexo 15).

Para evitar que cualquier patdégeno hubiese sido diseminado fuera del estudio se
utilizaron técnicas de asépticas en todo momento durante la manipulacién de las
membranas de estetoscopio, las cuales se realizaron segun protocolos de un
laboratorio de bioseguridad nivel 2, como lo es el laboratorio de ciencias de la salud de
la Universidad Dr. José Matias Delgado.

A su vez se mantuvo una comunicacion estrecha con cada estudiante notificandole los
hallazgos para su estetoscopio en especifico. En caso de encontrarse un
microorganismo patégeno se le proporcionaron opciones para la descontaminacion y
eliminaciébn de dicha bacteria. Y en dado caso que el patdgeno no pudiera ser
eliminado se le propuso descartar el instrumento.

Se mantiene una absoluta confidencialidad acerca de los hallazgos en las membranas
de los individuos que patrticiparon en dicho estudio, utilizando sistemas de codificacion
gue no incluyeron ningun tipo de identificacion con la que el estudiante pueda ser
reconocido fuera de los autores del estudio.

Existian riesgos tedricos secundarios a la aplicacion de la luz ultravioleta-C sobre las
membranas de los estetoscopios, los cuales se relacionan principalmente a
desperfectos en el aparato utilizado. No se produjo ningun dafio a las membranas tras
su manipulacion.

En el caso de haber existido algun dafio el equipo investigador se hubiese hecho
responsable de este. Se tomaron fotografias al momento de la recepcion de las
membranas, con el fin de demostrar la ausencia de dafo al utilizar la luz ultravioleta-C.
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Capitulo IV

Resultados

De la poblacién accesible (N=134) conformada por todos los estudiantes a los que se
les solicito participar en el estudio (mediante comunicacion y charla informativa previa),
Unicamente 68 mostraron interés en participar, de los cuales 2 fueron rechazados por
cumplir criterios de exclusion, resultando en una muestra final de 66 membranas de
estetoscopios.

1. Crecimiento bacteriano en membranas de estetoscopios previo y
posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C

Gréfico 1: Crecimiento bacteriano en medio de cultivo previo y posterior a la
aplicacion de luz ultravioleta-C

Comparacién de crecimiento bacteriano previo
y posterior a luz ultravioleta-C
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Posterior LUV-C 14 52

Numero de membranas

Membranas sin crecimiento

Fuente: Datos obtenidos por equipo investigador.

Gréfico 1. De las 66 membranas estudiadas, previo a la aplicacion de luz ultravioleta-
C, se observo crecimiento bacteriano en el 97% (N= 64) y un 3% (N= 2) restante sin
presencia de contaminacion. Posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C se cultivaron
nuevamente, obteniendo un 78.8% (N= 52) de membranas descontaminadas y un
21.2% (N= 14) con crecimiento bacteriano.

Se evidencié una prevalencia de contaminacién del 97% en las membranas analizadas
previo a la aplicacion de luz ultravioleta-C. Al comparar los resultados posterior a la
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exposicion a esta se observd una reduccion de la contaminacién a un 21.2% y un
aumento de las membranas que no tuvieron crecimiento del 3% al 78.8%.

2. Pruebas de identificacion bacteriana previo y posterior a la
aplicacion de luz ultravioleta-C

Para la identificacion de las bacterias que crecieron en el medio PCA, se seleccionaron
a las 48 horas de incubacion, hasta 2 colonias de morfologia diferente, las cuales se
subcultivaron para obtener colonias puras. Se identificaron 88 bacterias, a los que se le
realizaron pruebas respectivas para identificar como Gram positivas y Gram negativas.

Tabla 2: Bacterias identificadas previo a la aplicacion de luz ultravioleta-C

Bacteria identificada | Frecuencia” | Pruebas de | Resultado
identificacion

S. coagulasa negativa | 60 (68.2%) | Gram, catalasa, | Cocos Gram positivos, catalasa
coagulasa positiva, coagulasa negativa

B. subtilis 19 (21.6%) | Gram, catalasa Bacilos Gram positivos,

catalasa positiva

MRSA 3 (3.4%) Gram, catalasa, | Cocos Gram positivos, catalasa
coagulasa, cultivo en | positiva, coagulasa positiva,
medio cromogénico | colonias azules en medio
“Brilliance MRSA 2” cromogénico

Streptococcus spp. 2 (2.3%) Gram, catalasa Cocos Gram positivos, catalasa

negativa

P. aeruginosa 1 (1.1%) Gram, prueba API | Bacilos Gram negativos con
20E biocddigo API 20E 2206047

Pseudomonas 1(1.1%) Gram, prueba API | Bacilos Gram negativos con

oryzihabitans 20E biocddigo API 20E 0201000

Serratia fonticola 1(1.1%) Gram, prueba API | Bacilos Gram negativos con
20E biocddigo API 20E 0104773

Myrioides spp./ | 1(1.1%) Gram, prueba API | Bacilos Gram negativos con

Chryseobacterium 20E biocddigo API 20E 0210004

indologenes

N= 88. * Medidas expresadas en numero total (%)
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Tabla 2: Se reporta en orden descendente de prevalencia la cantidad de bacterias
segun especie y las pruebas microbiologicas con sus resultados respectivos. Fuente:
datos obtenidos por equipo investigador.

Grafico 2: Bacterias identificadas previo a la aplicacion de luz ultravioleta-C
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Gréfico 2: Bacterias identificadas previo a la aplicacién de luz
ultravioleta-C. A: S. coagulasa negativa, B: B. subtilis, C: MRSA, D:
Streptococcus spp., E: P. aeruginosa, F: P. oryzihabitans, G: S. fonticola, H:

Myrioides spp./ C. indologenes.

Gréfico 2: 68.2% (N=60) de las bacterias identificadas fueron S. coagulasa negativa;
21.6% (N= 19) B. subtilis; 3.4% (N= 3) MRSA; 2.3% (N= 2) Streptococcus spp.; 1.1%
(N=1) P. aeruginosa; 1.1% (N= 1) Pseudomonas oryzihabitans (P. oryzihabitans); 1.1%
(N= 1) Serratia fonticola (S. fonticola); 1.1% (N= 1) Myrioides spp./ Chryseobacterium
indologenes (C. indologenes). Fuente: Datos obtenidos por equipo investigador.

Para la identificacion de las bacterias que crecieron en el medio PCA, posterior a la
exposicidn a la luz ultravioleta-C, se subcultivaron las colonias encontradas. Todos los
medios tuvieron el crecimiento de colonias de 1 morfologia. Se identificaron 14
bacterias, a las cuales se les realizaron pruebas de identificacion microbiologica.
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Tabla 3: Bacterias identificadas posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C.

Bacteria Frecuencia® | Pruebas de | Resultado

identificada identificacion

S coagulasa | 13 (92.9%) | Gram, catalasa, | Cocos Gram positivos, catalasa

negativa coagulasa positiva, coagulasa negativa

MRSA 1(7.1%) Gram, catalasa, | Cocos Gram positivos, catalasa
coagulasa, cultivo en | positiva, coagulasa positiva,
medio cromogeénico | colonias azules en medio
“Brilliance MRSA 2” cromogeénico

N= 14. * Medidas expresadas en numero total (%)

Tabla 3: Se reporta en orden descendente de prevalencia la cantidad de bacterias
segun especie y las pruebas microbiolégicas con sus resultados respectivos. Fuente:
datos obtenidos por equipo investigador.

3. Comparacion de bacterias identificadas previo y posterior a la
aplicacion de luz ultravioleta-C

Previo a la aplicacion de luz ultravioleta-C se identificaron 24 placas de Petri con 2
colonias de diferente morfologia. Al realizar las pruebas de identificacién se determiné
gue se trataba de 2 especies bacterianas distintas (N=48). Ademas, se identificaron 40
placas de Petri con colonias de una sola morfologia (N=40). Resultando en un total de
88 cepas bacterianas aisladas.

Posterior a la aplicacién de luz ultravioleta-C se identificaron 14 placas de Petri con
crecimiento de colonias bacterianas de una sola morfologia.
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Gréfico 3: Comparacion de bacterias totales previo y posterior a aplicaciéon de luz
ultravioleta-C
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Fuente: Datos obtenidos por equipo investigador.

Gréfico 3: Se observa el total de bacterias identificadas (N=88) previo a la exposicion a
la luz ultravioleta-C. Después de la exposicion a esta solo se aisl6 el 15.9% (N=14).

El nimero de bacterias identificadas posterior a la exposicion a la luz ultravioleta-C
(N=14) tuvo una reduccién importante, al ser comparado con las bacterias aisladas
previo a su utilizacion (N=88).
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Gréafico 4: Comparacion de bacterias identificadas previo y posterior a aplicacion
de luz ultravioleta-C
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Fuente: Datos obtenidos por equipo investigador.

Gréfico 4: Previo a la aplicacion de luz ultravioleta-C se observo un 68.2% (N=60) de
bacterias S. coagulasa negativa; MRSA 3.4% (N=3) y otras bacterias 28.4% (N=25).
Posterior a la exposicion a luz ultravioleta-C se identificaron 14.8% (N=13) de bacterias
S. coagulasa negativa y MRSA 1.1% (N=1).

Se evidencid una disminucion de la contaminacién de las membranas de estetoscopio
con todas las especies identificadas inicialmente. Con una reduccion de S. coagulasa
negativa del 68.2% al 14.8%, MRSA del 3.4% al 1.1%, asi como una eliminacién
completa de las demas bacterias aisladas (B. subtilis, Streptococcus spp. y bacterias
Gram negativas).

4. Determinacién del numero de unidades formadoras de colonia
previo y posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C

A las 64 membranas que presentaron crecimiento previo a la exposicién de luz
ultravioleta-C, se les realiz6 lectura del numero de unidades formadoras de colonia en
el placas de PCA, previa y posteriormente a la utilizacion de esta.

Unidades formadoras de colonia previo a la luz ultravioleta-C: el nUmero minimo fue 1
UFC, el maximo 250 UFC y el promedio 27.9 UFC.
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Unidades formadoras de colonia posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C: el
namero minimo fue 0 UFC, el méximo 74 UFC y el promedio 1.5 UFC.

Gréfico 5: Unidades formadoras de colonia previo y posterior a la aplicacion de
luz ultravioleta-C en bacterias totales
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Grafico 5: Se muestra la distribucion de unidades formadoras de colonia en forma de
mediana y rango intercuartilico [Cuartill-Cuartil3]. Los resultados previo luz ultravioleta-
C (LUV-C) fueron: 13 [4-31] y la distribucion posterior LUV-C fue: 0 [0-0]. Fuente: Datos
obtenidos por equipo investigador.

5. Determinacion del niumero de unidades formadoras de colonia
previo y posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C en bacterias
Gram positivas

Las unidades formadoras de colonia encontradas en las placas de PCA previo y

posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C en las 60 membranas con crecimiento de
bacterias Gram positivas fueron:

Unidades formadoras de colonia previo a la luz ultravioleta-C: el nUmero minimo fue 1
UFC, el maximo 250 UFC y el promedio 28.2 UFC.
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Unidades formadoras de colonia posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C: el
namero minimo fue 0 UFC, el maximo 74 UFC y el promedio 1.5 UFC.

Gréfico 6: Unidades formadoras de colonia previo y posterior a la aplicacion de
luz ultravioleta-C en bacterias Gram positivas
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Grafico 6: Se muestra la distribucion de unidades formadoras de colonia en forma de
mediana y rango intercuartilico [Cuartill-Cuartil3]. Los resultados previo exposicion a
luz ultravioleta-C (LUV-C) fueron: 13 [4-27.3] y la distribucién posterior a LUV-C fue: 0
[0-0]. Fuente: Datos obtenidos por equipo investigador.

6. Determinacién del numero de unidades formadoras de colonia
previo y posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C en bacterias
Gram negativas

Las unidades formadoras de colonia encontradas en las placas de PCA previo y

posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C en las 4 membranas con crecimiento de
bacterias Gram negativas fueron:

Unidades formadoras de colonia previo a la luz ultravioleta-C: el nUmero minimo fue 4
UFC, el maximo 47 UFC y el promedio 24 UFC.
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No hubo crecimiento bacteriano posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C en los
subcultivos de las bacterias Gram negativas.

Gréafico 7: Unidades formadoras de colonia previo y posterior a la aplicacion de
luz ultravioleta-C en bacterias Gram negativas
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Grafico 7: Se muestra la distribucion de unidades formadoras de colonia en forma de
mediana y rango intercuartilico [Cuartill-Cuartil3]. Los resultados previo luz ultravioleta-
C (LUV-C) fueron: 22.5 [5.8-43.8]. No hubo crecimiento posterior a la aplicacion de luz
ultravioleta-C. Fuente: Datos obtenidos por equipo investigador.

7. Porcentaje de eliminacion bacteriana en membranas de
estetoscopio posterior ala aplicacion de luz ultravioleta-C

El porcentaje de eliminacién bacteriana se realizé utilizando la siguiente férmula:
porcentaje de eliminacion = 100% - (100% x (unidades formadoras de colonia posterior

a la aplicacion de luz ultravioleta-C / unidades formadoras de colonia previo a la
aplicacién de luz ultravioleta-C)). El porcentaje de eliminacion promedio fue del 98%.
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Tabla 4: Porcentaje de eliminacion bacteriana en membranas de estetoscopio
posterior a la aplicaciéon de luz ultravioleta-C

Bacterias encontradas en membrana Porcentaje de
reduccion
S. coagulasa negativa 97.9
S. coagulasa negativa /B. subtilis 96.3
B. subtilis 100.0
MRSA/B. subtilis 93.8
MRSA/ S. coagulasa negativa 100.0
Myrioides spp/ C. indologenes/ S. coagulasa negativa 97.1
P. aeruginosa/ S. coagulasa negativa 97.9
P. oryzihabitans/ S. coagulasa negativa 100.0
S. fonticola/ S. coagulasa negativa 100.0
Streptococcus spp. 100.0
S. coagulasa negativa / Streptococcus spp. 100.0
Promedio porcentaje de reduccion 98.0

Tabla 4: Porcentaje de eliminacion bacteriana en membranas de estetoscopio posterior
a la aplicacién de luz ultravioleta-C. Estos datos fueron separados segun las bacterias
encontradas en las placas de PCA, agrupando las que tenian crecimiento de 1 6 2
bacterias en la misma placa. Fuente: Datos obtenidos por equipo investigador.
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8. Eficacia de la luz ultravioleta-C en la eliminacion de bacterias
identificadas

Tabla 5: Analisis estadistico de crecimiento bacteriano previo y posterior a la
aplicacion de luz ultravioleta-C

Grupos Nt | Unidades formadoras | Unidades formadoras | Porcentaje | Diferencia de
de de colonia previo | de colonia posterior | de medianas, p
bacterias LUV-C* LUV-C* eliminacion | por test de
Wilcoxon

Bacterias -12.5/
totales 64 13 [4-31], (1-250) 0 [0-0], (0-74) 98 £<0.0001
Bacterias 125/
Gram 60 13 [4-27.3], (1-250) 0 [0-0], (0-74) 98 0<0.0001
positivas
zﬁf i 4 | 22.5[5.8-43.8], (4-47) 0 100 2251

. B o p=0.0625
negativas
T Frecuencia * Medidas expresadas en mediana [rango intercuartilico], (Minimo - Maximo) de
unidades formadoras de colonia

Tabla 5: Se muestran las pruebas estadisticas de mediana, rango intercuartilico, valor
méximo y minimo, porcentaje de eliminacion, diferencia de medianas y p de test de
Wilcoxon, previo y posterior a la aplicaciéon de luz ultravioleta-C en los grupos de
bacterias totales, bacterias Gram positivas y bacterias Gram negativas.

La mediana y rango intercuartilico de unidades formadoras de colonia previo a la
aplicacién de luz ultravioleta-C para bacterias totales fue de 13 [4-31], para bacterias
Gram positivas de 13 [4-27.3] y para bacterias Gram negativas de 22.5 [5.8-43.8]. La
mediana y rango intercuartilico de unidades formadoras de colonia posterior a la
aplicacién de luz ultravioleta-C para bacterias totales fue de 0 [0-0], para bacterias
Gram positivas de 0 [0-0] y no hubo crecimiento en bacterias Gram negativas. El
porcentaje de reduccién posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C para bacterias
totales y Gram positivas fue de 98%, para bacterias Gram negativas fue de 100%.

La diferencia de medianas fue estadisticamente significativa en el grupo de bacterias
totales (-12.5/ p <0.0001) y bacterias Gram positivas (-12.5/ p <0.0001), por lo que se
evidencia que la luz ultravioleta-C es eficaz en la eliminacion bacteriana de estos
grupos al ser aplicada por 10 minutos. En el grupo de bacterias Gram negativas se
produjo una eliminacion del 100% del crecimiento bacteriano, de estas solo se
analizaron 4 muestras por lo que no es posible demostrar una significancia estadistica.
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Tabla 6: Andlisis estadistico de bacterias identificadas previo y posterior a la
aplicacion de luz ultravioleta-C

Bacterias identificadas | Nt Unidades Unidades Porcentaje Diferencia
formadoras de | formadoras de | de de medianas
colonia previo | colonia eliminaciéon |/ p por test
LUV-C* posterior LUV- de Wilcoxon

C*

S. coagulasa negativa 37 8 [3-30], (1-250) 0 [0-0], (0-74) 97.9 -7/ p<0.0001

S. coagulasa 24 [18.5-46.5], -22.5/

negativa/B. subtilis 16 (4-114) 0[0-1], (0-6) 96.3 p<0.0001

B. subtilis 5 13.5 [3-24], (3- 0 100 N/A

24)
MRSA/S. I
SAIS.coagulasa |, | 435 (3-5) 0 100 N/A
negativa

MRSA/B. subtilis 1 16 1 93.8 N/A

Myrioides spp/ C.

indologenes/ S. 1 34 1 97.1 N/A

coagulasa negativa

P. aerugmosa. /[ S. 1 47 1 979 N/A

coagulasa negativa

P. ory2|hab|taps/ S. 1 11 0 100.0 N/A

coagulasa negativa

S fonncola/l S. 1 4 0 100 N/A

coagulasa negativa

Streptococcus spp. 1 4 0 100 N/A

S. coagulasa negativa/ 1 21 0 100 N/A

Streptococcus spp.

T Frecuencia * Medidas expresadas en mediana [rango intercuartilico], (Minimo - Maximo) de

unidades formadoras de colonia

Tabla 6: Se muestran las bacterias identificadas en los medios de cultivo, con 1 0 2
especies por Placa de Petri y sus pruebas estadisticas respectivas de mediana, rango
intercuartilico, valor maximo y minimo, porcentaje de eliminacion, diferencia de medias
y p de test de Wilcoxon, previo y posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C.
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La mediana y rango intercuartilico de unidades formadoras de colonia previo a la
aplicacion de luz ultravioleta-C para la bacteria S. coagulasa negativa fue de 8 [3-30],
para S. coagulasa negativa /B. subtilis de 24 [18.5-46.5], para B. subtilis de 13.5 [3-24]
y para MRSA/ S. coagulasa negativa de 4 [3-5]. La mediana y rango intercuartilico de
unidades formadoras de colonia posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C para S.
coagulasa negativa fue de 0 [0-0] para S. coagulasa negativa /B. subtilis de 0 [0-0]. No
hubo crecimiento posterior para las bacterias de B. subtilis y MRSA/ S. coagulasa
negativa.

Los medios de cultivo restantes solo fueron identificados en una ocasion, con la lectura
de unidades formadoras de colonia para MRSA/B. subtilis de 16, Myrioides
spp/Chryseobacterium indologenes/ S. coagulasa negativa de 34, Pseudomona
aeruginosa/ S. coagulasa negativa de 47, Pseudomona oryzihabitans/ S. coagulasa
negativa de 11, Serratia fonticola/ S. coagulasa negativa de 4, Streptococcus spp de 4
y para S. coagulasa negativa /Streptococcus spp de 21.

La diferencia de medias fue estadisticamente significativa para S. coagulasa negativa (-
7/ p<0.0001) y para S. coagulasa negativa /B. subtilis (-22.5/ p<0.0001), demostrando
que la aplicacion de luz ultravioleta-C por 10 minutos es eficaz en la reduccion del
crecimiento bacteriano en estos grupos.

No se pudieron realizar las pruebas de diferencia de medianas para los grupos
restantes, debido a que la muestra fue insuficiente. Sin embargo, se evidencia una
reduccion importante en el nimero de unidades formadoras de colonia posterior a la
aplicacion de luz ultravioleta-C.

9. Eficacia de la luz ultravioleta-C en la eliminacién de MRSA, E. coli y
P. aeruginosa

El nimero de muestras encontradas de MRSA y P. aeruginosa fue insuficiente para
poder realizar las pruebas estadisticas, solo se determiné el porcentaje de reduccion de

96.9% y 100% respectivamente (Tabla 4). No se aisl6 ninguna E. coli en las
membranas de los estetoscopios analizados.
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Discusioén

La prevalencia de contaminacion encontrada en las membranas de estetoscopio de los
estudiantes de medicina de la Universidad Dr. José Matias Delgado fue del 97%. Este
porcentaje de contaminacion difiere al reportado en un estudio realizado en Africa del
78.5%, esto pudo estar determinado porque solo se analizaron membranas de
estetoscopios de médicos graduados y personal de salud y no se utilizaron membranas
de estudiantes.*?

Se evidencié que la luz ultravioleta-C aplicada por 10 minutos fue capaz de producir
una reduccion en el nimero de membranas de estetoscopio contaminadas del 97% al
21.2%, con un aumento en el porcentaje de membranas que no presentaron
crecimiento bacteriano del 3% al 78.8%. Esta disminucion en la cantidad de superficies
contaminadas es superior a la reportada en un estudio en el que se evaluod la aplicacion
de luz ultravioleta-C sobre superficies de cuartos hospitalarios. En este estudio se
encontrd una prevalencia inicial similar del 98.4%, con una reduccion al 88.9% posterior
a su aplicacion. No se especificd el tiempo de exposicion de luz ultravioleta-C en este
estudio.'4

Las bacterias identificadas en el estudio realizado difieren de manera significativa a las
reportadas en la literatura previa, tanto en las especies como su distribuciéon vy
porcentaje encontrado (Grafico 2). La diferencia mas marcada presente en esta
investigacion es la alta prevalencia de S. coagulasa negativa, bacteria que representa
el 68.2% de la contaminacion de las membranas, asi como de B. subtilis con 22.6%.
Estas bacterias no fueron reportadas en mdultiples estudios pese a que constituyen
microorganismos presentes en la flora de la piel y los méas frecuentemente aislados en
superficies.11®

Con respecto a las bacterias Gram negativas, estas representan un grupo pequefio de
los microorganismos aislados constituyendo un 4.5% de las 88 bacterias identificadas,
P. aeruginosa tuvo 1.1% y no se aislé ninguna E. coli. En otros estudios se ha
reportado un porcentaje de hasta 46% para bacterias Gram negativas.'23!

El 21.2% (N=14) de contaminacién de las membranas de estetoscopio posterior a la
aplicacion de luz ultravioleta-C correspondié a 13 muestras en las que se aislé S.
coagulasa negativa y 1 MRSA. Las demas bacterias identificadas previamente no
tuvieron crecimiento posterior a la descontaminacién de las membranas. Se evidencié
una reduccion del 68.2% al 14.8% para S. coagulasa negativa y 3.4% al 1.1% para
MRSA. A la fecha no se encontraron estudios con disefio metodolégico similar con los
gue se puedan comparar estos resultados.

La cantidad de contaminacion encontrada en las placas inoculadas de PCA reportadas
como unidades formadoras de colonia fue inferior a la descrita por estudios previos, en
este estudio se encontraron 2 membranas sin crecimiento bacteriano y un promedio de
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unidades formadoras de colonia de 27.9, en contraste con otras investigaciones que
reportan crecimiento bacteriano hasta de 100% de las membranas y un promedio de
unidades formadoras de colonia de 89. Estas diferencias probablemente se asocien a
variaciones del disefio metodolégico ya que en los estudios previos utilizaron
membranas de estetoscopio posterior a un examen fisico estandarizado en pacientes
ingresados con infecciones activas. Ademas, se utilizdé un medio de cultivo de otra
marca y no se especifico el tiempo de contacto de las membranas sobre las placas de
Petri utilizadas.!*

La luz ultravioleta-C aplicada por 10 minutos sobre las membranas de estetoscopio fue
eficaz en la reduccion de crecimiento bacteriano, esta disminucion fue estadisticamente
significativa al determinar la diferencia de medianas de los grupos de bacterias totales
(-12.5/ p <0.0001), bacterias Gram positivas (-12.5/ p <0.0001), S. coagulasa negativa
(-7/ p<0.0001) y S. coagulasa negativa /B. subtilis (-22.5/ p<0.0001). Esto concuerda
con los resultados obtenidos en diversos estudios previos que reportan un porcentaje
de eliminacion del 99.6% al ser utilizada por 10 minutos, ademas de pruebas
estadisticas con resultados similares. Debido a que solo se analizaron 4 muestras de
bacterias Gram negativas, con una eliminacion del 100%, no se pudo comprobar la
significancia estadistica de este resultado. 102931

En el estudio se encontré una reduccién del 100% para el crecimiento bacteriano de
Bacillus subtilis, este resultado es importante ya que demuestra la eficacia de la luz
ultravioleta-C para la eliminacion de microorganismos esporulado, los cuales presentan
cierto porcentaje de resistencia a esta. Un estudio que evalu6 la exposicién de luz
ultravioleta-C, a una longitud de onda de 254nm sobre esporas de Bacillus subtilis
demostré, reduccién del 85% en el crecimiento bacteriano.16

La eliminacion de MRSA a través de la luz ultravioleta-C no pudo ser evaluada con
pruebas que determinaran la significancia estadistica, debido a la baja cantidad de
bacterias aisladas de esta especie. Solo se puede concluir que la luz ultravioleta-C fue
capaz de eliminar en un 96.9% el crecimiento bacteriano de esta. Este porcentaje
resultdé ser mayor al reportado en estudios previos (87.5%). Sin embargo, el disefio
metodolégico utilizado fue distinto, con el uso de un dispositivo fabricado por los
investigadores y una exposicion a la luz ultravioleta-C por una duracion menor (1
minuto).t’

En el estudio realizado no se aisl6 ninguna E. coli en las membranas de los
estetoscopios por lo que no se puede afirmar ni negar la hipotesis de investigacion.
Este resultado difiere significativamente con el encontrado en estudios que analizaron
la prevalencia en estetoscopios en personal de salud, en el cual se encontré un 13.1%
de membranas contaminadas con E. coli. No obstante, en estudios que evaluaron la
contaminacién de superficies en el ambiente hospitalario, particularmente en teclados
de computadoras, no se aislaron cepas de E. coli. Se considera importante corroborar
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la prevalencia de E. coli en diferentes dispositivos y superficies medicas en estudios
subsecuentes, realizados en El Salvador.1?31

La eliminacion de P. aeruginosa a través de la luz ultravioleta-C no pudo ser evaluada
con pruebas que determinaran la significancia estadistica, esto debido a que solo se
aislé una bacteria de esta especie. Solo se puede concluir que la luz ultravioleta-C fue
capaz de eliminar en un 100% el crecimiento bacteriano de esta. Este porcentaje de
reduccién fue mayor al encontrado en estudios previos (94.9%). El disefio metodologico
utilizado en el estudio de comparacion fue diferente, con el usé de un dispositivo
disefiado por los investigadores y una exposicion a luz ultravioleta-C por una duracion
menor (1 minuto).t’

La poca prevalencia de bacterias involucradas en infecciones asociadas a la atencion
sanitaria, elegidas previamente al desarrollar el estudio (MRSA, E. coli y P.
aeruginosa), es en si un resultado importante que muestra las diferencias de las
poblaciones bacterianas que predominan en determinados hospitales, que influyen en
el impacto de las infecciones asociada a la atencion sanitaria, reduciendo el riesgo para
los pacientes y el personal de salud que se encuentran en contacto con estos
dispositivos medicos.'?31

Uno de los resultados inesperados en el estudio fue la alta prevalencia de S. coagulasa
negativa (68.2%), ya que ninguna de las investigaciones revisadas previamente, que
evaluaron la prevalencia de bacterias en superficies del ambiente hospitalario,
reportaron la presencia de este grupo. En los ultimos afios especies de este grupo se
han convertido en patégenos importantes en la atencién sanitaria, por ejemplo, el
Staphylococcus epidermidis, previamente reportado como un microorganismo
comensal inocuo de la piel, ha sido catalogado como la causa mas frecuente de
infecciones hospitalarias asociadas a dispositivos permanentes como catéteres
venosos y urinarios. Este presenta mecanismos de produccion de biofilms, con
exopolimeros protectores ante la respuesta inmune, asi como, resistencia a antibiéticos
como: meticilina (75-90%), rifampicina, fluoroquinolonas, gentamicina, cloranfenicol,
eritromicina, clindamicina y sulfonamidas. Se recomienda ampliar el resultado obtenido
en el estudio y buscar si la poblacion atendida por los estudiantes de medicina posee
infecciones o complicaciones asociadas a este microorganismo.18.119
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Conclusiones

Se mostro una prevalencia de contaminacion de estetoscopios de 97% en la poblacion
de estudiantes de medicina de la Universidad Dr. José Matias Delgado, habiéndose
aislado: S. coagulasa negativa en 68.2% de las muestras; B. subtilis en 21.6%; MRSA
en 3.4%; Streptococcus spp. en 2.3%; P. aeruginosa en 1.1%; P. oryzihabitans en
1.1%; S. fonticola en 1.1% y Myrioides spp./ C. indologenes 1.1%.

Se determiné que la exposicion a luz ultravioleta-C por 10 minutos sobre las
membranas de estetoscopios redujo en un 98% el crecimiento bacteriano, con una
diferencia estadisticamente significativa entre los resultados previos y posteriores a su
aplicaciéon (p<0.0001), por lo que se puede concluir que este procedimiento fue eficaz
para la eliminacion de bacterias involucradas en las infecciones asociadas a la
atencion sanitaria, presentes en las membranas de los estetoscopios de los estudiantes
de medicina del area clinica de la Universidad Dr. José Matias Delgado, cumpliendo el
objetivo general del estudio.

La luz ultravioleta-C fue eficaz para eliminacion de bacterias Gram positivas,
demostrando una diferencia estadisticamente significativa, en resultados de cultivos
previa y posterior a su aplicacion (p<0.0001).

La luz ultravioleta-C provoco6 una reduccion del 100% en el numero de colonias de las
bacterias Gram negativas. No se pudo establecer una diferencia estadisticamente
significativa a través de las pruebas analiticas, debido al nimero limitado de muestras.

El crecimiento bacteriano presentado por las cepas de MRSA aisladas en el estudio,
fue reducido en un 96.9% posterior a la aplicacién de luz ultravioleta-C. No se pudo
demostrar a través de pruebas de significancia estadistica la eficacia de la luz
ultravioleta-C para la eliminacion de MRSA, debido a una cantidad inferior a la
necesaria para llevar a cabo esta prueba.

No se aislaron cepas de E. coli en las membranas de estetoscopios de los estudiantes,
razén por la cual no se pudo determinar el porcentaje de reduccién de crecimiento
bacteriano y su significancia estadistica al utilizar luz ultravioleta-C.

El crecimiento bacteriano presentado por las cepas de P. aeruginosa aisladas en el
estudio, fue reducido en un 100% posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C. No se
pudo demostrar a través de pruebas de significancia estadistica la eficacia de la luz
ultravioleta-C para la eliminacién de P. aeruginosa, debido a una cantidad inferior a la
necesaria para llevar a cabo esta prueba.

Los resultados de este trabajo muestran la eficacia de un método que puede contribuir
al control de las infecciones asociadas a la atencion sanitaria en El Salvador, mediante
su aplicacion en dispositivos que se ponen en contacto con el paciente y que pueden
ser portadores de microorganismos patogenos.
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Limitaciones del estudio

Las principales limitaciones encontradas en el estudio fueron:

1.

Poca colaboracion y participacion por parte de los estudiantes de medicina: a pesar
de que se realizaron multiples avisos, se realizaron charlas educativas acerca de la
importancia de este estudio, se coordin6 con los representantes de afio y se
extendi6 el periodo de la toma de la muestra para estudiantes que no portaban su
estetoscopio el dia acordado, muchos de estos manifestaron no tener interés en
participar.

Una distribucion en la prevalencia de especies de bacterias diferente a la reportada
en estudios previos: se encontraron especies de bacterias significativamente
diferentes a las esperadas en estudios previos, ademas el porcentaje de estas fue
distinto. Con una baja cantidad de contaminacion por MRSA, P. aeruginosa y E.
coli.

Materiales y recursos econdmicos disponibles para el equipo investigador: los
autores del estudio contaron con un presupuesto limitado y materiales donados por
la Universidad Dr. José Matias Delgado, razén por la cual no se realizaron pruebas
adicionales para determinar la identidad de especies de S. coagulasa negativa y
Streptococcus spp.
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Recomendaciones

Se recomienda promover nuevas investigaciones que continden los resultados
obtenidos en este estudio, basandose en la prevalencia de contaminacién encontrada,
expandiéndose a areas como los métodos de limpieza y descontaminacion que utilizan
los estudiantes para sus instrumentos, las bacterias presentes en médicos graduados y
las implicaciones clinicas de la presencia de las bacterias aisladas en los pacientes del
Hospital San Rafael y otras areas de practica.

Se considera importante realizar nuevas mediciones en los estudiantes que no
participaron en el estudio, brindando educacion acerca de la importancia de su
involucramiento. Los autores de este estudio valoraron realizar mas tomas de muestra,
sin embargo, por razones economicas y de tiempo estas no fueron factibles.

Se sugiere la limpieza y descontaminacion periddica de todo instrumento meédico
utilizado en pacientes, para lo cual se pueden emplear los métodos usuales descritos
anteriormente como alcohol etilico o isopropilico al 70-90 % y jabones, asi como,
dispositivos emisores de luz ultravioleta de uso personal, como el utilizado en el estudio
(PhoneSoap 3.0). También se recomienda hacer un énfasis en la importancia del
correcto lavado de manos para la prevencion de infecciones en los proveedores de
salud y pacientes.
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Anexos

Anexo 1: Procedimiento de tincién de Gram™

© N o 00 b~ W

9.

Colocar sobre el portaobjetos una gota de agua, con un aplicador estéril colocar
sobre esta la muestra del cultivo bacteriano.

Formar una pelicula homogénea sobre el portaobjetos utilizando el aplicador
estéril, dejar secar.

Fijar la muestra en el portaobjetos con la llama de un mechero.
Colocar colorante cristal violeta, dejar reposar durante 1 minuto.
Lavar el exceso del colorante con agua.

Cubrir con solucién de Lugol, dejar reposar durante 1 minuto.
Lavar el exceso del colorante con agua.

Lavar con mezcla alcohol-acetona por 30 segundos, el tiempo debe ser
estrictamente medido ya que este es un paso critico para la decoloracion y
diferenciacion de los resultados.

Lavar con abundante agua.

10. Colocar colorante de safranina, dejar de reposar por 1 minuto.

11.Lavar el exceso del colorante con agua.

12.Secar al aire libre.

13.Para la visualizacién en microscopio afiadir 1 gota de aceite de inmersion.
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Anexo 2: Procedimiento del test de catalasa’®

1. Colocar una gota de H202 al 3% sobre un portaobjetos.

2. Con el aplicador estéril tomar una muestra de la colonia que se desea estudiar y
mezclarla con el H20:.

Esperar 10 segundos para realizar la lectura.
4. Se considera que la prueba es positiva cuando existe la produccién de burbujas.
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Anexo 3: Procedimiento de test de coagulasa’®

[ERN

. Colocar en un tubo de ensayo estéril las muestras de la colonia.

N

. Agregar con la pipeta estéril 0.5 ml de plasma citratado de conejo en el tubo de
ensayo.

3. Colocar a temperatura de 35° C y evaluar la formacion de un coagulo a las 4
horas.

4. En caso de ser una lectura negativa se procedera a la lectura 18 horas
posteriores.

5. Se considera positiva en caso de observarse coagulo en cualquiera de las dos
evaluaciones.
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Anexo 4 Procedimiento para la realizacion del sistema APl 20E8.82

1. Preparar una suspension con la muestra de colonia bacteriana colocandola en
un tubo de ensayo estéril con 5 mL de solucion buffer o solucion salina, la
muestra debe ser aplicada en la base del tubo, realizando un movimiento de
rotacion con el aplicador.

Rotular el tubo de ensayo y la tira de API 20E a utilizar.

3. Con una pipeta estéril de Pasteur llenar los pocillos hasta la zona de cubierta, a
excepcion de las pruebas CIT, VP y GEL en los que se debera llenar ademas la
zona de cupula. Evitar dejar burbujas en la porcion inferior de los pocillos.

4. Llenar con parafina la zona de cupula de las pruebas ADH, LDC, ODC, URE y
H2S.

5. Afadir 5mL de agua estéril en los alveolos de la bandeja de tira para
proporcionar un ambiente hiumedo.

6. Cubrir la bandeja de la tira con la tapa de plastico e incubar a 37°C durante 18-
24 horas. Si la tira no puede ser leida después de 24 horas esta debe de ser
removida de la incubadora y refrigeradas hasta que se pueda realizar la lectura.

7. Realizar la lectura de las pruebas que no requieren reactivos, observando el
color y catalogandolas como positivas o negativas en la cartilla de resultados.

8. Si 3 0 mas test resultan positivos proceder con las pruebas que necesitan
reactivos (TDA, VP e IND).

9. Si menos de 3 pruebas resultan positivas se debe de incubar tira por 24 horas
extra y repetir el paso 8.

10.Asignar el puntaje a cada prueba sea negativa (0 puntos) o positiva (1,2 o0 4
puntos) utilizando los parametros para cada una de ellas. Realizar la sumatoria
de puntos agrupados en trios para formar un niumero de 7 digitos.

11.Comparar el numero resultante con la tabla de identificacion de forma manual o
con la ayuda de un software disefiado para esto.
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Anexo 5: Resultado de pruebas bioquimicas API 20E8081

Nombre Reaccion / Enzimas Negativo Positivo
ONPG beta-galactosidasa sin color amarillo
ADH arginina deshidrolasa amarillo rojo o naranja
LDC lisina descarboxilasa amarillo rojo o naranja
oDC ornitina descarboxilasa amarillo rojo o naranja
CIT utilizacion del citrato verde azul oscuro o
turquesa
H2S produccion de H2S sin precipitado precipitado
negro negro
URE ureasa amarillo rojo o naranja
TDA triptéfano desaminasa amarillo marron-rojo
IND produccién de indol amarillo color rosa o
anillo rosa-rojo
VP produccion de sin color rosa-rojo
acetoina (Voges-
Proskauer)
GEL gelatinasa sin difusion difusion de
pigmento
GLU fermentacion/oxidacion azul o verde amarillo
de glucosa
MAN fermentacion/oxidacion azul o verde amarillo
de manitol
INO fermentacién/oxidacion azul o verde amarillo
de inositol
SOR fermentacién/oxidacion azul o verde amarillo
de sorbitol
RHA fermentacion/oxidacion azul o verde amarillo
de ramnosa
SAC fermentacién/oxidacion azul o verde amarillo
de sacarosa
MEL fermentacion/oxidacion azul o verde amarillo
de melobiosa
AMY fermentacion/oxidacion azul o verde amarillo
de amigdalina
ARA fermentacion/oxidacion azul o verde amarillo
de arabinosa
OX citocromo oxidasa Violeta-Violeta Incoloro o Rosa
azulado

61




Anexo 6: Hoja informativa para el participante (anverso)

muewoon | UNIVERSIDAD DR. JOSE

iy,

;ﬁm MATIAS DELGADO

\ bl :g,' Facultad de Ciencias de la Salud

Dr. Luis Edmundo Vasquez
Escuela de Posgrados

"*'.-’:I}"w

Hoja informativa estudio: “Eficacia de la luz ultravioleta-C en la eliminacion de
bacterias asociadas a infecciones nosocomiales aisladas en estetoscopios de
estudiantes de medicina”

Con la participacion de los médicos en afio social: Ana Lorena Aquino Obando,
Salvador Alejandro Caceros Diaz y Carlos Eduardo Escobar Magafa. Con la asesoria
de la Dra. Tatiana Guadalupe Ascencio Menjivar.

Objetivo del estudio:

El estudio consistira en determinar cuéles son las bacterias que se encuentran en las
membranas de estetoscopios de estudiantes de medicina que cursen materias del area
clinica, dando prioridad a las involucradas en infecciones asociadas a la atencién
sanitaria (Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Escherichia coli vy
Pseudomonas aeruginosa), para luego determinar la eficacia de un dispositivo
comercial de venta libre que emite luz ultravioleta-C para eliminar estos
microorganismos. La importancia de este tipo de investigacion en determinar la
capacidad que tiene el personal de salud y sus instrumentos para ser fuente de
transmision de patdégenos relacionados en infecciones con un alto costo para el sistema
de salud y aportar una opcién accesible que demuestre ser eficaz para prevenir esta
problematica.

Recoleccion de la muestra:

Posterior a finalizar su examen cada estudiante interesado en participar sera dirigido a
un aula cercana en la que se le explicara de forma individual la dinamica del estudio,
aclarando cualquier duda y en caso de desear participar se pedira llenar un
consentimiento informado, las membranas seran introducidas en bolsas plasticas
estériles identificadas con un sistema de codificacién, este cédigo almacenado en una
base de datos, entregando una copia al estudiante para la devolucién de la membrana
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en un plazo maximo de 3 dias habiles. Las membranas se trasladaran al laboratorio de
medicina de la FACSALEV en donde se realizaran las pruebas.

Anexo 6: Hoja informativa para el participante (reverso)

Procedimientos a realizar en el laboratorio de la FACSALEV:

El analisis consistira en la toma de cultivo previo y posterior a la aplicaciéon de 10
minutos de luz ultravioleta-C a través de un dispositivo conocido como PhoneSoap 3.0,
para luego realizar pruebas de almacenamiento e identificacion bacteriana: Tripticasa
Soya Agar, Plate Count Agar, Agar Cromogénico, Tincién de Gram, Test de Coagulasa,
Test de Catalasa y API 20E.

Entrega de las membranas de estetoscopios:

Al participar en el estudio se solicitara nombre completo, numero de contacto y correo
electrénico, datos con los cuales se coordinara la entrega de la membrana. El equipo
investigador se compromete a devolver las membranas en un lapso de 3 dias habiles.
Dentro de los dafios te6ricos que podrian ocurrir con las membranas se encuentra el
extravio, dafio por manipulacion inadecuada y malfuncionamiento del aparato, ante
tales situaciones el equipo es responsable de reponer de manera total la membrana.

Entrega de resultados:

A cada participante se le entregara el resultado del crecimiento bacteriano previo y
posterior a la aplicacion de luz ultravioleta-C con las recomendaciones segun sea el
caso.

Correo de contacto:

ultravioletacluz@gmail.com
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Anexo 7: Formulario del consentimiento informado

muwwe| UNIVERSIDAD DR. JOSE
mﬁ MATIAS DELGADO

Wz,' Facultad de Ciencias de la Salud
& W Dr. Luis Edmundo Vasquez

4 5
i Escuela de Posgrados

Universidad Dr. José Matias Delgado, Antiguo Cuscatlan, La Libertad. Fecha:

Yo , con ndamero de
carnet , en pleno uso de mis facultades, de manera libre y voluntaria,
manifiesto que he sido informado acerca del estudio “Eficacia de la luz ultravioleta-C en la
eliminacion de bacterias asociada a infecciones nosocomiales aisladas en estetoscopios de
estudiantes de medicina.” Se me ha detallado, cual es la metodologia que se llevara acabo con
la membrana de mi estetoscopio y cuales son los posibles riesgos durante su manipulacion.
Estoy consciente de lo siguiente:

1. La membrana del estetoscopio solo se utilizard para inocular en medio de cultivo Plate
Count Agar y sera expuesta a 10 minutos de luz ultravioleta-C emitida por el dispositivo
Phone Soap version 3.0.

2. La membrana del estetoscopio sera identificada, con un cédigo correlativo, del cual
tendré una copia.

3. Todos los procedimientos realizados a la membrana seran realizados con técnicas de
asepsia y antisepsia adecuadas.

4. Existe el riesgo de dafio e incluso la pérdida de la membrana, los cuales estan
relacionados al error humano y a la falla de manipulaciéon de estas. En tal caso, el
equipo investigador se hara responsable de la reposicion de la membrana.

5. El equipo investigador no se hara responsable, por algin dafio a la membrana previo a
la realizacién del estudio.

6. La membrana de mi estetoscopio sera devuelta en un plazo maximo de 3 dias en un
area previamente acordada.

7. Se me entregara el resultado del crecimiento o no bacteriano en la membrana y serd mi
responsabilidad tomar las medidas y recomendaciones para la descontaminacion de
estas.

Tomando todo esto en cuenta, acepto participar en el estudio.
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Firma: Cadigo:

Anexo 8: Traslado de membranas al laboratorio de medicina UJMD

Imagen 5: Recolecciéon de membranas en bolsas estériles

K Ao WHIRL-PAK' .M-v'llll-lll' ./Kum,r

//4,k

Se observan membranas de los estetoscopios de los estudiantes almacenadas en
bolsas estériles, previamente identificadas con el nUmero correlativo correspondiente.

Fuente: Imagen obtenida por equipo investigador
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Anexo 9: Inoculacién en medios de cultivo PCA

Imagen 6: Inoculacion en medios de cultivo PCA

Se observa la exposicion de membrana A06 al medio de cultivo PCA, posterior a la
aplicacion de luz ultravioleta-C. Bolsa estéril y placa de Petri fueron rotuladas con el
cédigo correlativo.

Fuente: Imagen obtenida por equipo investigador
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Anexo 10: Prueba preliminar segun tiempo en medios de cultivo PCA

Imagen 7: Prueba preliminar en medios de cultivo Plate Count Agar

Se observa el crecimiento bacteriano en medio PCA posterior a la exposicion de la
membrana en diferentes tiempos (10 segundos, 1, 5 10 y 20 minutos) y su incubacion a
35°C por 24 horas. Se seleccion6 un tiempo de exposicién de 5 minutos.
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Fuente: Imagen obtenida por equipo investigador

Anexo 11: Lectura de unidades formadoras de colonia

Imagen 8

Se muestra el crecimiento bacteriano
de la membrana BOl previo a la
utilizacién de luz ultravioleta-C con mas
| de 250 Unidades Formadoras de
| colonia.

Fuente: Imagen obtenida por equipo
investigador

Imagen 9

Se muestra el crecimiento bacteriano
| de la membrana A21 previo a la
utilizacion de luz ultravioleta-C con 33
Unidades Formadoras de colonia.

Fuente: Imagen obtenida por equipo

investigador




Imagen 10

Se muestra el crecimiento bacteriano
de la membrana BO1 posterior a la
utilizacion de luz ultravioleta-C con 74

Unidades Formadoras de colonia.

Fuente: Imagen obtenida por equipo
investigador

Imagen 11

Se muestra el resultado del cultivo de
la membrana A21 posterior a la
utilizacion de luz ultravioleta-C no

hubo crecimiento bacteriano.

Fuente: Imagen obtenida por equipo

investigador
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Anexo 12: Pruebas de identificacion microbiolégica

Imagen 12
Subcultivo puro de S. coagulasa

negativa.

Fuente: Imagen obtenida por

equipo investigador
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Imagen 13
Tincién de Gram de cocos Gram

positivos.

Fuente: Imagen obtenida por

equipo investigador
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Imagen 14
Tincion de Gram de bacilos Gram

positivos.

Fuente: Imagen obtenida por

equipo investigador

h de S.

ida por

Imagen 15
Tincién de Gram de bacilos Gram

negativos.

Fuente: Imagen obtenida por

equipo investigador

itiva de
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Imagen 18

Agar  cromogénico  “Brilliance
MRSA 27 con crecimiento de
MRSA.

Fuente: Imagen obtenida por

equipo investigador

Imagen 19

Agar cromogénico “Brilliance MRSA
2” con crecimiento de MRSA para 2
cepas (superior e inferior derecha) y
control negativo de S. coagulasa

| negativa (inferior izquierda).

Fuente: Imagen obtenida por equipo

investigador
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Imagen 20

Agar MacConkey con crecimiento de Serratia fonticola y su respectivo
resultado de APl 20E

Fuente: Imagen obtenida por equipo investigador




Anexo 13: Resultados y recomendaciones al estudiante (anverso)

mumwa | UNIVERSIDAD DR.JOSE ~ Resultado ~ crecimiento  bacteriano de membrana de
7+|ay | MATIAS DELGADO  estetoscopio Cédigo: Fecha:
w I-'-;lt‘)uh-.iid .d‘el:%ienui&is (\lfﬁ-'l‘il Sa}ud ] ] N
i “Escucla de Posgrados Medio de cultivo utilizado: Plate Count Agar
Resultado previo a la exposicion de luz ultravioleta-C:
Crecimiento bacteriano Si No
Bacteria aislada:
Resultado posterior a la luz ultravioleta-C
Crecimiento bacteriano Si No
Bacteria aislada:
Nombre del responsable: Firma:
wuwwa | UNIVERSIDAD DR.JOSE ~ Resultado ~ crecimiento  bacteriano de membrana de
MATIAS DELGADO  estetoscopio Cédigo: Fecha:
e Vit . -
e Escuela de Posgrados Medio de cultivo utilizado: Plate Count Agar

Resultado previo a la exposicion de luz ultravioleta-C:

Crecimiento bacteriano Si No

Bacteria aislada:

Resultado posterior a la luz ultravioleta-C

Crecimiento bacteriano Si No

Bacteria aislada:

Nombre del responsable: Firma:
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Anexo 13: Resultados y recomendaciones al estudiante (reverso)

Recomendaciones (No hubo crecimiento bacteriano posterior a la aplicacion de luz
ultravioleta-C):

1. Continuar utilizando el método de descontaminacion de su preferencia, ej.:
alcohol etilico o isopropilico al 70-90%, uso de jabones, etc.

2. Aplicarlo previo y posterior a la utilizacion del estetoscopio y otros instrumentos
de evaluacion médica.

3. Guardar los instrumentos médicos en un medio limpio, como por ejemplo un
estuche cerrado, en el que no se encuentre otros materiales que pudiesen estar
contaminados.

4. Realizar el debido lavado de manos al manipular muestras bioinfecciosas, previo
y posterior a la evaluacion del paciente, al finalizar la jornada practica y posterior
al utilizar el servicio sanitario.

Recomendaciones (Hubo crecimiento de bacteria con potencial infeccioso posterior a la
aplicacion de luz ultravioleta-C):

Utilizar los lineamientos “Guideline for Disinfection and Sterilization in Healthcare
Facilities” del Center for Disease Control and Prevention disponible en:
https://www.cdc.gov/infectioncontrol/quidelines/disinfection/tables/tablel.html

Se recomienda llevar a cabo los métodos sugeridos para superficies de instrumentos
meédicos tomando en cuenta el material de la membrana y accesibilidad a estos dentro
de los métodos se encuentran:

1. Exposicién de la membrana con alcohol etilico o isopropilico al 70-90 % por un
tiempo mayor o igual a 1 minuto.

2. Hipoclorito de sodio preparado con lejia al 5.25-6.15% diluida al 1:500 con agua
estéril.

3. Perdxido de hidrogeno al 7.5%, tomando en cuenta que este es capaz de
corroer zinc, cobre, laton.
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4. Cualquiera de los otros medios mas especializados con glutaraldehido, Acido
paracético, etc.

5. Descartar la membrana con material bioinfeccioso.

Anexo 14: “Guideline for Disinfection and Sterilization in Healthcare
Facilities”

Sterilization Sterilizatio | High-level Intermediate | Low-level
Procedure n Exposure | Disinfection Disinfection Disinfection
Time (exposure time 12- | (exposure (exposure
30 m at 220°C) time 21 m) time 21 m)
Glutaraldehyde-based | 10 h at 20— | Hydrogen peroxide | lodophor. lodophor.
formulations (>2% | 25°C (7.35%) and 0.23% | germicidal germicidal
glutaraldehyde, caution peracetic.  acidacid; | detergent detergent
should be exercised hydrogen peroxide | solution (follow | solution
with all glutaraldehyde 1% and peracetic | product label | (follow
formulations when acid 0.08% (will | for use- | product label
further in-use dilution is corrode metal | dilution) for use-
anticipated); instruments) dilution)
glutaraldehyde (1.12%)
and 1.93%
phenol/phenate, One
glutaraldehyde-based
product has a high-level
disinfection claim of 5
minutes at 35°C.
Hydrogen peroxide | 6 h Wet pasteurization | n/a Quaternary
7.5% (will  corrode at 70°C for 30 ammonium
copper, zinc, and brass) minutes with germicidal
detergent cleaning & detergent
solution
(follow
product label
for use-
dilution)
Peracetic acidacid, | 12 m at 50— | Hypochlorite n/a n/a
concentration variable | 56°C Hypochlorite, single
but 0.2% or greater is use chlorine
sporicidal. Peracetic generated on-site by
acid immersion system electrolyzing saline
operates at 50-56°C containing >650-675
active free chlorine;
(will corrode metal
instruments)
Hydrogen peroxide | 3-8 h n/a n/a n/a
(7.35%) and 0.23%
peracetic, acidacid;
hydrogen peroxide 1%
and peracetic, acid
0.08% (will corrode
metal instruments)




Sterilization Sterilization High-level Intermediate | Low-level
Procedure Exposure Disinfection Disinfection Disinfection
Time (exposure time | (exposure (exposure
12-30 m at|time=21m) time 21 m)
220°C)
Heat sterilization, | Manufacturer's | Glutaraldehyde- | Ethyl or | Ethyl or
including steam or hot | recommendati | based isopropyl isopropyl
air (see manufacturer's | ons formulations (>2% | alcohol  (70- | alcohol (70-
recommendations, glutaraldehyde, 90%) 90%)
steam sterilization caution should be
processing time from 3- exercised with all
30 minutes) glutaraldehyde
formulations
when further in-
use dilution is
anticipated);
glutaraldehyde
(1.12%) and
1.93%
phenol/phenate.
One
glutaraldehyde-
based product
has a high-level
disinfection claim
of 5 minutes at
35°C.
Ethylene oxide gas (see | Manufacturer's | Ortho- Sodium Sodium
manufacturer's recommendati | phthalaldehyde hypochlorite hypochlorite
recommendations, ons (OPA) 0.55% (5.25-6.15% (5.25-6.15%
generally 1-6 hours household household
processing time plus bleach diluted | bleach diluted
aeration time of 8-12 1:500 provides | 1:500
hours at 50-60°C) >100 ppm | provides >100
available ppm available
chlorine) ® chlorine)
Hydrogen peroxide gas | Manufacturer's | Hydrogen Phenolic Phenolic
plasma (see | recommendati | peroxide  7.5% | germicidal germicidal
manufacturer's ons (will corrode | detergent detergent
recommendations  for copper, zinc, and | solution (follow | solution
internal diameter and brass) product label | (follow
length restrictions, for use- | product label
processing time dilution) for use-
between 45-72 dilution)
minutes).
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Anexo 15: Carta comité de ética
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ACTA DE RESOLUCION PROTOCOLO 012-2018

UNIVERSIDAD DR. JOSE
MATIAS DELGADO

Facultad de Ciencias de la Salud
Dr. Luis Edmundo Vasquez

COMITE DE ETICA DE
INVESTIGACION EN SALUD

ACTA N2: 023-2018
ACTA DE EVALUACION
PROTOCOLO DE ESTUDIO EN SALUD N2 012-2018

En Antiguo Cuscatldn, a los 31 dias del mes de agosto del 2018, el Consejo del Comité de Etica
de Investigacion en Salud de UIMD (CEIS-UJMD), con asistencia de sus miembros permanentes
han revisado los documentos presentados por: Br. Ana Lorena Aquino Obando, Br. Salvador
Alejandro Caceros Diaz, Br. Carlos Eduardo Escobar Magana, a saber:

1. Protocolo: “Eficacia de la luz ultravioleta-C en la eliminacién de bacterias asociadas a
infecciones nosocomiales aisladas en estetoscopios de estudiantes de medicina”.

2. Consentimiento informado.

En consecuencia, el Comité de Etica de Investigacion en Salud de la Universidad Dr. José Matias
delgado, resuelve que el protocolo es: Aprobado.

wwa) UMNIVERSIDAD DR. JOSE

@}W

Foculing de Cloncias de la Salud
4 ag Lute Edmundo Vasqueg

MITE DE ETICADE.
GACION EN SALUD

80
Dr. Rieardo José Salinas Olivares Dra. Cecilia Ivonng Rodriguez Bellegarrigue
Presidente Secretaria

cc

- Dr. José Nicolds Astacio Soria, Decano FACSALEV

% Br. Carlos Eduardo Escobar Magafia

- Ana Lorena Aparicio, Asistente Administrativo CEIS-UIMD

Anexo 16: Resultado de API 20E
Imagen 19: Resultado de API 20E
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API 20 E V4.1 Impresara Exportar Nuevo test Modificar

REFERENCIA FECHA
31118

COMENTARIO

-~

IDENTIFICACION ACEPTABLE

Galeria AP 20 E V4.1

Perfil 0104773

Nota

Taxon significativo % 1D i Pruebas en contra

Serratia fonticola 89.3 | 051 [onpG 99% | cim 75% | |

Taxon siguiente % 1D T Pruebas en contra

Enterobacter aerogenes 23 02 |ONPG 99%|LDC 99% [CIT  82% | VP  85%

BUENA IDENTIFICACION EN EL GENERO

Galeria API20 EV4A

Perfil 2206047

Nota

Taxon significativo % 1D T Pruebas en contra

Pseudomonas aeruginosa 76.4 0.44 | MEL 10% | AMY 1% | ARA 25%

Pseudomonas fluorescens/putida 23.5 0.35 | GLU 25% | MEL 25% | AMY 1% | ARA 20%

Taxon siguiente % 1D T Pruebas en contra

Pseudomonas luteola 0.1 0.0 ONPG 86% | GEL 13% | MEL 15% | AMY 1%
0X 0%

Pruebas complementarias(s) 42°C Tween 80 NO3--=H2

Pseudomonas aeruginosa 98% 9% 56%

Pseudomonas fluorescens 2% +() 0%

Pseudomonas putida A% - 0%




BAJA DISCRIMINACION

Galeria API20 EV4AAN

Perfil 0210004

Nota POSIBILIDAD DE Brucella spp

Taxon significativo % 1D il Pruebas en contra

Myroides spp/Chryseobacterium indologenes 473 0.92 | GEL 75%
BordetellafAlcaligenes/Moraxella spp 25.6 0.87 | URE 14%

Ochrobactrum anthropi 2.9 0.86 | URE 25%

Taxon siguiente % 1D 1 Pruebas en contra

Chrysecbacterium indelogenes 2.7 0.68 |CIT 12% | IND 75% | GEL 80% |
Pruebas complementarias(s) AMARILLO GLUCOSAas ESC (HYD.) Tween 80
Ochrobactrum anthropi - + NT -
Bordetella spp 2% 2% 0% -
Alcaligenes spp - {+) - -
Moraxella spp 2% 2% 0% v
Brucella spp - NT NT NT
Chryseobacterium indologenes 98% 98% 98% 93%
Myroides spp 98% 2% 2% 88%

BAJA DISCRIMINACION

Galeria API20 EV4A
Perfil 0201000
Nota POSIBILIDAD DE Acinetobacter baumannii/calcoaceticus

POSIBILIDAD DE Brucella spp
Taxon significativo Y 1D T Pruebas en contra
Pseudomonas oryzihabitans 88.1 0.92 | VP 25%
Bordetella/Alcaligenes/Moraxella spp 5.9 0.72 | VP 25% | OX 95%
Non-fermenter spp 3.0 0.66 | VP 15% | OX 93%
Ochrobactrum anthropi 25 0.66 | VP 15% | OX 90%
Taxon siguiente Y 1D T Pruebas en contra
Pseudomonas lutecla 0.1 0.48 | ONPG 86% | ADH 75% | VP 25% | GLU  84%

ARA  85%

Pruebas complementarias(s) QFIO Tween 80 GLUCOSAas AZNE
Ochrobactrum anthropi AT% - + {+)
Bordetella spp 0% - 2% +-)
Alcaligenes spp 0% - {+) {+)
Moraxella spp 0% v 2% v
Brucella spp 0% NT NT -
Pseudomonas oryzihabitans 98% 2% 98% 2%
Acinetobacter baumannii 98% 100% 4+) +
Acinetobacter calcoaceticus 98% 100% 4+)
Non-fermenter spp 48% +(-) +() +-)

Se observan resultados de los biocédigos de las bacterias Gram negativas aisladas por
medio de la prueba identificacion APl 20E. Fuente: Imagen obtenida por equipo
investigador utilizando APl web.
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Anexo 17: Permisos solicitados para realizacién del estudio

wiasna ' UNIVERSIDAD DR. JOSE
7iar MATIAS DELGADO

14 o7 Fuculiad de Cioncias de fa Salud
\ it/ Dr. Luis Ldmundo Vasguers
e Escneh de Posgrindos

Antiguo Cuscatlan, Lunes 16 de Julio 2018

Doctora Claudia Maria Lara
Coordinadora de Area Clinica de la FACSALEV
Presente:

Reciba un cordial saludo, Dra. Lara el motivo de la presente es para notificarle
que realizaremos el estudio “Eficacia de la luz ultravioleta-C en la eliminacion de
bacterias asociadas a infecciones nosocomiales aisladas en estetoscopios de
estudiantes de medicina.” Como tesis para optar al titulo de Doctor en Medicina.
Dicho estudio sera realizado por los médicos en afo social: Ana Lorena Aquino
Obando, Salvador Alejandro Caceros Diaz y Carlos Eduardo Escobar Magafia. Con la
asesoria de la Dra. Tatiana Guadalupe Ascencio Menjivar.

El estudio consistira en determinar cuales son las bacterias que se encuentran en
las membranas de estetoscopios de los estudiantes de medicina que cursen
materias del drea clinica, dando prioridad a las involucradas en las infecciones
asociadas a la atencion sanitaria (Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa), para luego determinar la eficacia de
un dispositivo comercial de venta libre que emite luz ultravioleta-C para eliminar
estos microorganismos. La importancia de este tipo de investigacion es determinar
la capacidad que tiene el personal de salud y sus instrumentos para ser fuente de
transmisién de patdgenos relacionados en infecciones con un alto costo para el
sistema de salud y aportar una opcion accesible que demuestre ser eficaz para
prevenir esta problematica.

Le solicitamos de la manera mas atenta su autorizacion para que los estudiantes
que durante el ciclo 2/2018 cursen las materias de Cirugia 1, Pediatria 1 y Medicina
Interna 2 puedan participar en el estudio, proporcionando las membranas de sus
estetoscopios, las cuales se utilizaran para realizar cultivos previo y posterior a la
aplicacion de 10 minutos de luz ultravioleta-C. Para esto se comunicara y se
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organizara la recoleccion de membranas con los coordinadores de materias y los
representantes de afio de cada curso. Se tiene programada la recoleccion de estas
en las fechas: del 10 al 14 septiembre para Cirugia 1 y del 22 al 27 de octubre para
Pediatria 1 y Medicina Interna 2. Estas fechas corresponden a |a realizacion de los
primeros y segundos parciales, con la finalidad de no interferir con las actividades
practicas de los estudiantes.

El proceso de recoleccion incluird una charla previa a la realizacién de sus
examenes, en la cual se explicard en que consiste el estudio y en la que se solicite
su participacion. Posterior a finalizar sus examenes cada estudiante al que le
interese participar sera dirigido a un aula cercana en la que se le explicara de forma
individual la dinamica del estudio, aclarando cualquier duda y en caso de desear
participar se pedira llenar un consentimiento informado. Las membranas seran
introducidas en bolsas plasticas estériles identificadas con un sistema de
codificacion, este codigo almacenado en una base de datos y se entregara una
copia al estudiante para la devolucion en un plazo maximo de 3 dias. Las
membranas se trasladaran al laboratorio de medicina de la FACSALEV en donde se
realizardn las pruebas. El equipo investigador se compromete a devolver las
membranas en el lapso establecido y reponer estas en caso de dafio o extravio.

A cada participante se le entregara el resultado del crecimiento bacteriano previo y
posterior a la aplicacién de luz ultravioleta-C con las recomendaciones segun sea el
caso.

Se anexa una copia del cronograma y del consentimiento informado.

A la espera de una resolucion favorable a nuestra peticion.

Atentamente.
=7 4 /,,/’l// P
AT 1P
r. Ana Aquino Br. Carlos Escobar
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wazas ' UNIVERSIDAD DR. JOSE
/4'a; MATIAS DELGADO

/ Faculiad de Cieneias de la Salud
o /" Dr. Luis Edmuilo Vasguer
N Escuels de Posgrados

Antiguo Cuscatlan, Lunes 16 de Julio 2018

Doctora Leonor Isabel Murillo de Linares
Coordinadora del Area de Microbiologia de la FACSALEV
Presente:

Reciba un cordial saludo, Dra. Murillo de Linares, el motivo de la presente es
para notificarle que realizaremos el estudio “Eficacia de la luz ultravioleta-C en la
eliminacion de bacterias asociadas a infecciones nosocomiales aisladas en
estetoscopios de estudiantes de medicina.” Como tesis para optar al titulo de
Doctor en Medicina. Dicho estudio sera realizado por los médicos en afio social:
Ana Lorena Aquino Obando, Salvador Alejandro Caceros Diaz y Carlos Eduardo
Escobar Magafia. Con la asesoria de la Dra. Tatiana Guadalupe Ascencio Menjivar.

El estudio consistira en determinar cuales son las bacterias que se encuentran en
las membranas de estetoscopios de los estudiantes de medicina que cursen
materias del drea clinica, dando prioridad a las involucradas en las infecciones
asociadas a la atencidn sanitaria (Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa), para luego determinar la eficacia de
un dispositivo comercial de venta libre que emite luz ultravioleta-C para eliminar
estos microorganismos. La importancia de este tipo de investigacion es determinar
la capacidad que tiene el personal de salud y sus instrumentos para ser fuente de
transmision de patégenos relacionados en infecciones con un alto costo para el
sistema de salud y aportar una opcién accesible que demuestre ser eficaz para
prevenir esta problematica.

Le solicitamos de la manera mas atenta nos conceda utilizar las instalaciones del
laboratorio de medicina para el analisis microbiolégico de un aproximado de 88
membranas de estetoscopios de los estudiantes de medicina del &rea clinica de la
FACSALEV. Este andlisis consistird en la toma de cultivo previo y posterior a la
aplicacién de 10 minutos de luz ultravioleta-C a través de un dispositivo comercial,
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para luego realizar pruebas de identificacion bacteriana. Solicitamos su aprobacién
para la preparacion y almacenamiento de los medios de cultivo: Tripticasa Soya
agar, Plate Count agar y Agar cromogénico. Ademas de la realizacion de pruebas de
identificacion bacteriana: Tincién de Gram, Coagulasa, Catalasa y APl 20E.

Se pretende la realizacion de estos procedimiento en las fechas del 10 al 14
septiembre y del 22 al 27 de octubre del presente afio, fechas en las que los
estudiantes se encontraran realizando sus examenes parciales. Los horarios de
trabajo serdn coordinados con la Dra. Tatiana Ascencio para no interferir con las
actividades académicas que ahi se realicen. Pretendemos trabajar al mediodia,
después de las 3 pm o sabados en la mafiana.

Nos responsabilizaremos del cuidado del laboratorio y en dado caso que ocurriera
cualquier dafio ocasionado al area.

Todo lo utilizado en nuestra investigacion serd comprado y conseguido por el
equipo investigador y cualquier material sobrante sera donado al laboratorio.

Anexamos copia del cronograma del estudio.
A la espera de una resolucion favorable a nuestra peticion,

Atentamente,
MR R o

“Escosia - traADC
cueia s, Medicing

i 57

Al J - =

Br. Carlos Escobar
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