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1) Planteamiento del problema.

La infeccion nosocomial se puede definir como una infeccion localizada o sistémica, que
por lo general se manifiesta a las 48 horas después del ingreso del paciente y no estaba
en proceso de incubacion @ La incidencia de infeccion nosocomial es elevada,
oscilando entre un 5-30% de los pacientes ingresados, siendo mas frecuente en pacientes

18 Las infecciones nosocomiales

ingresados en unidades de cuidados intensivos
aumentan de forma significativa la morbilidad y la mortalidad, en los Gltimos afios ha
aumentado la incidencia por la presencia de microorganismos multiresistentes e
infecciones polimicrobianas. Las infecciones nosocomiales mas frecuentes son la
sepsis, infeccion respiratoria, infeccion urinaria e infeccion de el sitio operatorio @®.

Existen diversos protocolos y estrategias que se utilizan para disminuir la adquisicion y
diseminacion de las infecciones nosocomiales especialmente utilizados previo a un
procedimiento quirdrgico, comenzando desde las medidas de asepsia y antisepsia por el
cirujano tratante, hasta el empleo de antibioticos profilacticos y el uso de sustancias
desinfectantes en sala de operaciones. Se ha documentado la eficacia de las sustancias
desinfectantes en los procesos de desinfeccion. Los mecanismos de accion de los
antibioticos son bien conocidos, mientras los de los antisépticos y desinfectantes no
estdn muy claros. Muchos de estos desinfectantes y antisepticos de distintas preparacion
y concentracion han sido utilizados en superficies tanto animadas como inanimadas. El
mecanismo de resistencia intrinseca que estas bacterias poseen esta bien documentado y
es muy variado; por ejemplo, algunas esporas poseen una corteza bacteriana que actua
como barrera a dicha sustancias, algunas Mycobacterias poseen una pared celular serosa
que previene que el desinfectante penetre dentro de ellas, y algunas bacterias Gram
negativas poseen una pared celular externa que previene que algunas sustancias

antisépticas y/o desinfectantes sean absorbidas ©.

El uso indiscriminado de antibidticos y la presion selectiva ambiental realizada por
antisépticos y desinfectantes ha generado una respuesta de supervivencia en los
microorganismos que los capacita para evadir con eficiencia la accion de estos agentes

particularmente en el medio hospitalario.

En un estudio realizado en el Hospital Nacional San Rafael (HNSR) durante 6 meses se

encontr6 que 38 pacientes, de un total de casos de 796 (4.77%) intervenidos
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quirdrgicamente, desarrollaron Infeccion del Sitio Operatorio (1ISO). De especial
importancia fue la observacion de alta prevalencia de cepas bacterianas, tanto Gram
positivas como Gram negativas, con multiple resistencia a antibidticos, lo cual por
razones logicas, hace mas dificil el manejo médico de estos pacientes, incrementando el
costo al presupuesto de hospitales nacionales “.En el HNSR, es necesario la
improvisacion en ciertas ocasiones sobre las medidas de limpieza y desinfeccion en salas
de operaciones, esto por falta de recursos, asi como ocurre en cualquier hospital publico

del pais(ver anexo2).

Tomando en cuenta lo antes mencionado y el estudio previo, donde se comprueba la

existencia de este tipo de bacterias en 1SO:

¢Son las bacterias encontradas en el ambiente de las salas de operaciones similares en

cuanto a patrones de resistencia a las ya reportadas en 1ISO?

¢Cual es la susceptibilidad de las bacterias multiresistentes a las sustancias utilizadas

como antisépticos y desinfectantes en el Hospital Nacional San Rafael?



2) Delimitacion del tema

Este es un trabajo de investigacion bésica, de tipo descriptivo prospectivo, entre los
meses de Septiembre a Diciembre del afio 2008 en el pais de El Salvador, Santa Tecla
Departamento de La Libertad. Se recolectaron muestras del aire y de objetos
inanimados (lampara quirdrgica, cauterio, mesa de operar y anestesia) que aunque estas
superficies no entran en contacto directo con el paciente, son un potencial riesgo para las
infecciones nosocomiales al entrar en contacto con objetos o personal que si lo hace. No
se tomo en cuenta el suelo, porque dificilmente puede tener influencia con las
infecciones nosocomiales, debido a que después de su limpieza y desinfeccion
rapidamente se contaminan de nuevo " Las muestras provinieron del servicio de sala
de operaciones del Hospital Nacional San Rafael. Se obtuvieron exclusivamente de los 5
quiréfanos disponibles, 3 de planta y 2 de turno. El total de nimero de muestras de aire
dependi6 del tamafio de las salas de acuerdo a formulas establecidas @3 se obtuvo una

muestra a partir de cada objeto inanimado de cada sala de operaciones.

Teniendo en cuenta los estudios previos realizados en el Hospital Nacional San Rafael,
se seleccionaron Unicamente las bacterias ambientales aerdbicas de relevancia clinica
conocida, por su patogenicidad . La técnica de prueba de susceptibilidad que se
utiliz6 fue la de de Kirby-Bauer, modificada con el comité Nacional de Estandares para
Laboratorios Clinicos de Estados Unidos (NCCLS) . Los antibi6ticos que se
emplearon en el estudio de susceptibilidad de las bacterias aisladas pertenecen a las
siguientes 5 clases de antibidticos: cefalosporina antipseudomonas (Ceftazidima),
carbapenem antipseudomonas (Imipenem), Ampicilina/Sulbactam,  fluroquinolona
(Ciprofloxacina) y un aminoglucosido (Amikacina) que se reportaron siempre en

pruebas de susceptibilidad bacteriana ©.



Para la prueba de susceptibilidad a los desinfectantes y antisépticos, solo se tomo en
cuenta aquellas bacterias que fueron multiresistentes a los antibidticos. Las sustancias
antisépticas y desinfectantes utilizadas fueron:

e Fenol

e Yodo 10%.

e Ceticuat®. (Cloruro de Benzalconio, Dimetil Bencil, Amonio cuaternario,

Alcohol Isopropilico).
La eficiencia microbicida de un antiséptico es determinada por el método del

coeficiente de fenol (CP).



3) Antecedentes.

Existen varios trabajos de investigacion que tratan acerca de la posible susceptibilidad o
resistencia de las bacterias nosocomiales a sustancias antisépticas y/o desinfectantes.
Todos concuerdan en que la eficacia de estas sustancias se afecta de manera directa por
la forma en que estas sustancias son preparadas (tipo de diluyente, concentracion, etc.) o
utilizadas (frecuencia, modo de uso). En la Habana, Cuba, en el Laboratorio Provincial
Referencia Control Infecciones Hospitalarias del Centro Provincial de Higiene y
Epidemiologia se evalud la actividad bactericida in vitro de cinco soluciones quimicas
frente a un grupo de microorganismos de referencia, para saber la eficacia de estas
soluciones a concentracion, solvente y tiempo preconizado por el Manual de Uso para
los Procedimientos de Desinfeccion y Esterilizacion Hospitalarios vigentes para este
pais, las cuales eran las siguientes:

e Gluconato de clorhexidina alcoholico al 0.5% wi/v en alcohol etilico 86.0% Vv/v.

e Acetato de clorhexidina alcoholico al 0.5% v/v en alcohol etilico 86.0% v/v.

e Formulacion de formalina alcohélica: alcohol al 95.0% v/v, 75 mL; formaldehido
(37 a 40%wl/v), 2.5 mL; agua destilada estéril, 22.5 mL; NaHCO3, 0.1 g;
NaNO2, 0.1 g y solucion de violeta genciana al 0.15%, 0.1 mL

e Glutaraldehido acuoso al 2% vi/v.

¢ Yodo-povidona 10% en solucidn acuosa con 1% de yodo disponible.

Se evalud la eficiencia de sistemas ensayados y la eficacia de las soluciones de
glutaraldehido y de formalina como agentes esterilizantes. Se constaté el alto nivel de
desinfeccion in vitro de la yodo-povidona y de las soluciones de gluconato y acetato de
clorhexidina en solucién alcohélica, utilizandose las normas AFNOR NF-T-72- 150,
vigentes en su medio ©. Segun otro estudio realizado en Trinidad se comprobé que la
forma de preparacion de las soluciones desinfectantes y antisépticos influyen en la

actividad biocida que estas presenten frente a las bacterias .

En el “Centro de seguridad de alimentos y departamento de ciencia y tecnologia
alimentaria” en la Universidad de Georgia, Estados Unidos, se evalud la efectividad
bactericida de 13 soluciones antisepticas (derivados de amonio cuaternario, alcoholes,

fenoles y combinados) sobre Enterobacter sakazakii. El estudio se realizd con las



bacterias en suspensiones sobre superficies, habiendo comprobado, que los niveles de
resistencia de la bacteria variaban dependiendo de la composicion del desinfectante, la

cantidad y el tiempo de exposicion 9.

Un estudio llevado a acabo en el Hospital Nacional San Rafael durante el afio 2007 ™2,
en el cual se tomaron muestras de pacientes con heridas operatorias infectadas
realizandose cultivos para identificar las bacterias aisladas y analizar su sensibilidad al
cuadro basico de antibiéticos del hospital, se encontr6 que de 38 cepas aisladas 72 %
Bacilos Gram negativos, 28 % cocos Gram positivos. El 18 % de los pacientes
presentaron ambos grupos bacterianos. De los bacilos Gram negativos el 76 % fue E.
coli. De las Gram positivas el 45 % S. aureus. Del total de bacterias aisladas 81 % fue
resistente al Trimetroprim Sulfa. Un 70 % a amoxicilina y 42 % a ciprofloxacina por
lo que esta investigacion confirma la presencia de patdgenos con mdltiple resistencia
antibiética en el ambiente hospitalario.

Estos hallazgos evidencia la necesidad de establecer, si la fuente de infeccion es el aire y
los objetos inanimados de las salas de operacion, asi como también determinar si la
poblacion bacteriana es resistente a los antisépticos y desinfectantes utilizados en el

hospital.



4) Justificacion

Las infecciones nosocomiales, dentro de las cuales se encuentran las 1ISO, constituyen un
serio problema para la salud publica a nivel mundial sumando aproximadamente 2
millones de infecciones, 90,000 muertes innecesarias y $ 4.5 billones gastos para la

@), Segln estudios realizados en este mismo pais

salud por afio en Estados Unidos
mejorar el ambiente de sala de operaciones es necesario para minimizar la prevalencia
de 1ISO @, de hecho, la Incidencia de infecciones para artroplastias se han relacionado
con el nivel de contaminacion del ambiente dentro de los quiréfanos. @D Se ha
demostrado que la cuenta microbiolégica de una sala de operaciones desocupada,
aumenta significativamente cuando la puerta de esta se deja entre abierta con el pasillo.
Otro factor que influye grandemente es la adecuada preparacion del sitio quirdrgico,
siempre y cuando se utilice un agente antiséptico. A pesar que estos agentes disminuyen
inmediatamente la cuenta bacteriana, los foliculos pilosos impiden una completa

esterilizacion @Y.

Segun los estudios epidemioldgicos, América Latina se encuentra entre las regiones con
mas alta incidencia de brotes nosocomiales producidos por bacterias que presentan
resistencia a multiples antibioticos. Esto debido a diversos factores tanto sociales como
culturales, dentro de los que podemos mencionar: el uso indiscriminado de antibidticos,
la venta y adquisicion de medicamentos antimicrobianos sin control, el mal uso de
antibiodticos por parte de médicos o el cumplimiento inadecuado de la antibidtico terapia

por parte del paciente @ ademas de recursos limitados en los hospitales.

Estudios previos como el de infecciones nosocomiales, Espafia(18), clinica Mayo,
Estados Unidos, Rodriguez y col.(3), y el de ISO, en el HNSR, El Salvador (4) relatan
acerca de que las bacterias nosocomiales son resistentes a multiples antibiéticos, pero
pocos que describen si estas bacterias presentan algin tipo de resistencia a
desinfectantes y/o antisépticos empleados para su erradicacion. El estudio de James y
col. demuestra la presencia en un 76 % de Staphylococcus coagulasa negativo en
instrumentos quirdrgicos, teéricamente estériles. Y Esta contaminacion dificulta la
prevencion de posibles infecciones nosocomiales. Esto ocurre no solo por la utilizacion
de antisépticos y desinfectantes inadecuados, si no también por la mala preparacion de

estos o la simple resistencia intrinseca o adquirida de estas bacterias.



La finalidad de este estudio, fue comprobar la presencia de bacterias aerdbicas
potencialmente patdgenas en el servicio de sala de operaciones, aislarlas, para
determinar si poseen multiresistencia, para luego establecer si las cepas multiresistentes
son 0 no resistentes a las sustancias utilizadas cominmente como antisépticos o
desinfectantes. Con esto se beneficiara al hospital determinando posibles focos de
infeccidn, lo cual ayudara a establecer normas para una mejor seleccion de antisépticos y
desinfectantes, incidiendo asi, en la prevencion de infecciones nosocomiales adquiridas
del ambiente, por consiguiente se beneficiara al paciente, disminuyendo su estancia
intrahospitalaria y favoreciendo su répida incorporacion a la vida cotidiana. El
conocimiento de las deficiencias en el manejo de ambientes contaminados @Y, permitira

plantear estrategias mas efectivas en la prevencion de las infecciones nosocomiales.
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5) Marco Tedrico.

5.1) Introduccion

La herida quirdrgica es una entidad que acompafia a méas del 50% de los pacientes
hospitalizados. Sus complicaciones son principalmente: la dehiscencia, la infeccion y los
defectos de la cicatrizacion ®”. La infeccion del sitio operatorio (1SO) es la infeccion
nosocomial que ocupa entre el primer y segundo lugar en frecuencia en los hospitales del
mundo, segun las caracteristicas de estos. La tasa global de ISO en los hospitales de
EE.UU. oscila entre el 3 y 5% @, aunque puede varias notablemente segun el tipo de
hospital. En El Salvador la tasa de 1SO es de 4.5% . A pesar de los importantes
adelantos en el campo de la infeccion quirtrgica asi como en el conocimiento del
proceso de cicatrizacion, es un problema que se sigue presentando; convirtiéndose en un
desafio terapéutico que hace necesaria la utilizacion de antibiéticos nuevos y cada vez
mas potentes 7).

Las ISO se definen como la infeccion de cualquiera de los sitios en donde se genera
una herida durante el procedimiento quirtrgico, e inclusive heridas superficiales y
profundas. Las ISO se puede clasificar en 3 tipos segln su localizacion: Infeccion
incisional superficial (60-80%), infeccion incisional profunda, infeccion de 6rgano o

espacio de sitio quirtrgico ‘"

En ellas intervienen factores intrinsecos relacionados con el paciente como desnutricion,
edad avanzada, enfermedades asociadas, obesidad, inmunosupresion, falla orgénica
cronica, hipoperfusion tisular, catéteres invasores. Los cuales en las cirugias de
emergencia no pueden ser modificados por el cirujano y factores extrinsecos o del medio
ambiente como lavado quirargico, vestido quirdrgico, duracion del procedimiento,
ventilacién instrumental, antisepsia de la piel, antibidticos profilacticos, esterilizacion,
presencia de cuerpo extrafio, microflora exdgena, técnica quirdrgica. Estos ultimos
pueden ser modificados por el personal de salud y en los que se ha visto que los
antibidticos y antisépticos, juegan un papel muy importante en disminuir la incidencia
de dichas infecciones “®. El uso indiscriminado de los antibi6ticos y la presion selectiva
ambiental realizada por antisépticos y desinfectantes ha generado una respuesta de
supervivencia en los microorganismos, que los capacita para evadir con eficiencia la
accion bactericida de algunos agentes. Durante los ultimos veinte afios el uso

indiscriminado de estos productos ha hecho que las bacterias dotadas de mdultiples
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mecanismos (bioquimicos, genéticos-moleculares y celulares) expresen estrategias
inherentes y desarrollen nuevos mecanismos, que les permiten evadir con efectividad la
accion de estos compuestos. En relacion a esto, se calcula que mas de 50% de las
prescripciones médicas de antibidticos en los hospitales, se ordenan sin pruebas claras de

infeccion o sin una indicacion médica adecuada.

Entre las actividades que el personal de salud puede y debe aplicar para la disminuir la
incidencia de las ISO se encuentran: la limpieza, la descontaminacion, la desinfeccion y

esterilizacion (ver Glosario).

La resistencia que ejercen las bacterias, a sustancias utilizadas para disminuir la
incidencia de infecciones nosocomiales, es un problema serio para la salud publica.

América Latina se encuentra entre las regiones con alta incidencia ®.

5.2) Antisépticos y desinfectantes.

En servicios de emergencias o Sala de operaciones, se ha descrito que las bacterias han
sido expuestas de forma repetitiva a sustancias antisépticas y desinfectantes, entre los
cuales se encuentran: alcoholes, fenoles, cloro y compuestos de cloro, formaldehido,
glutaraldehido, perdxido de hidrogeno, amonios cuaternarios y otros componentes. Cada
uno de ellos con mecanismos de accion y actividad microbicida diferente, enfatizando

en los siguientes los cuales se utilizan en el Hospital Nacional San Rafael:

5.2.1) Alcohol 70%.

Alcohol etilico y alcohol isopropilico son dos sustancias méas bactericidas que
bacteriostaticas contra formas bacterianas, también poseen propiedades tuberculocidas,
fungicidas y virucidas, pero no destruyen esporas bacterianas. Su actividad bactericida
cae drasticamente cuando se diluyen por debajo de concentraciones al 50 %. La
concentracion bactericida dptima se encuentra en el rango de 60-90 % de soluciones a

base de agua ¥,

Mecanismo de accién: El mecanismo de accion del alcohol radica en la

desnaturalizacion de proteinas. Esto es evidente al observar que ese efecto
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desnaturalizante de proteinas es mas rapido al utilizar alcohol etilico combinado con
agua. También se conoce que algunos alcoholes poseen accion bacteriostética evidente

al inhibir la produccion de metabolitos esenciales para la division celular.

Actividad Microbiocida: etanol posee la propiedad bactericida més débil de todos los
alcoholes, y a pesar de ello todavia es utilizado en algunos centros hospitalarios. Morton
examino la propiedad bactericida de varios microorganismos a esta sustancia, en
distintas concentraciones y por distintos periodos de exposicion. Variando desde 10
segundos hasta 1 hora. ® Encontrando que P. aeruginosa fue eliminada en 10 segundos
por todas las concentraciones de etanol de 30 a 100 %. Mientras que Serratia
marcescens, E, coli y Salmonella typhi fueron eliminadas en 10 segundos por
concentraciones entre 40 y 100 %. Los organismos Gram positivos. S. aureus y
Streptococcus pyogenes fueron un poco mas resistentes, fueron eliminados en el mismo
periodo de tiempo a las concentraciones de 60 a 80 %. El isopropanolol tiene mayor
actividad bactericida que el etanol para E. coliy S. aureus. En concentraciones de 60 -

80 % es un potente virucida. ©.
5.2.3) Yodo 10%

Es un eficaz bactericida, pero con bastantes inconvenientes tales como precipitacion en
presencia de proteinas, produce manchas en ropa y piel, es irritante y alergénico y puede

retrasar la formacion de cicatriz en heridas, sobre todo si se aplica de forma continuada.

Mecanismo de accion: Realiza su accion por medio de varias reducciones Oxidantes, y
precipitan proteinas bacterianas y acidos nucleicos. Altera las membranas celulares al
unirse a los enlaces C=C de los &cidos grasos, pero este mecanismo de accion es mas
complejo que en otros haldégenos ya que la formacion de &cido hipoyodoso ocurre a
temperatura ambiente a velocidad considerable, mientras que los demas hal6genos
requieren altas temperaturas. Ademas se forman iones triyodo e incluso pentayodo que
incrementan el poder germicida, aunque su concentracion sea muy baja. Es muy activo
contra todos los microorganismos (bacterias Gram positivas y Gram negativas, hongos,

micobacterias, virus e, incluso, esporas) ®

Utilizacion Tintura de yodo: solucidn alcohdlica de yodo al 2.7%

13



5.2.4) Fenoles.

El antiséptico y desinfectante estdndar con el que se ha comparado la actividad de otros
biocidas (coeficiente fendlico). Induce una alteracion de la permeabilidad de la
membrana citoplasmética, lo que produce una progresiva salida de constituyentes
intracelulares y si aumenta la concentracion se provoca la lisis y la destruccion

microbiana ©.

Los fenoles poseen actividad bacteriostatica o bactericida, fungicida y virucida, pero, en

general, no esporicida.

Es bacteriostatico fundamentalmente contra bacterias Gram positivas, pero escasos
efectos sobre Gram negativas y esporas. Su eficacia disminuye en presencia de materia
organica. Puede utilizase unido a jabones a una concentracion entre 0.23 a 3 % en el
lavado quirdrgico de las manos. Tiene un efecto remanente, ya que se acumula en la

capa cornea de la piel y se libera lentamente ©.

Presenta una toxicidad importante sobre todo en el neonato. Se absorbe afectando al
SNC, produciendo irritabilidad, temblor, nistagmus, letargia, convulsiones y, en algunos
casos, la muerte. Se ha podido demostrar en necropsias degeneracion esponjosa de la
sustancia blanca. Por ello se ha retirado de las férmulas comerciales en Medicina. Sera

utilizado Unicamente para calcular el coeficiente de fenol.
5.2.5) Derivados del amonio cuaternario.

Son solubles en agua y alcohol. La presencia de cualquier residuo proteico anula su
efectividad. Fueron eliminados como soluciones antisépticas de piel y tejidos por el
CDC en 1983, debido a la deteccion de varios brotes de infecciones por contaminaciones
del producto durante su uso. Actualmente se consideran unos buenos agentes
limpiadores y sus indicaciones van dirigidas al saneamiento ambiental de mobiliario,

paredes, suelos y superficies.

Mecanismo de accion: la accion microbicida se atribuye a la entrada a traves de la pared
y membrana celular e inactivacion de enzimas, mediante rotura de esas barreras y

desnaturalizacion, en el citoplasma, de proteinas esenciales para el microorganismo.
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Propiedades antimicrobianas: a concentraciones medias, 10 a 50 ppm, son bactericidas,
tanto para bacterias Gram negativas como Gram positivas, con evidencia de mayor
accion sobre estas Ultimas, son fungicidas y virucidas, actuando sobre virus lipofilicos
pero no sobre los hidrofilicos. No tienen accion tuberculicida ni esporicida. Su actividad
se desarrolla tanto sobre medio &cido como alcalino, aunque en este Ultimo muestran
mejores resultados. Recientemente se han publicado trabajos en los que se observa una
eficaz actividad antiviral, tanto lipo como hidrofilica, a concentraciones de 1:128 ain en

presencia de sangre.

5.3) Resistencia a antisépticos y/o desinfectantes.

De forma paralela a la resistencia desarrollada a los antibidticos, las bacterias han
creado mecanismos de resistencia a los desinfectantes y antisépticos para poder
sobrevivir a su accion. Esta resistencia se clasifican como: propiedad natural de un
organismo (intrinseca),  adquirida por mutacion o adquisicion de pladsmidos
(autorreplicacion, ADN extracromosémico) y transposones (cromosomal o integrado en
plasmidos, cassettes de ADN transmisibles). Los genes de resistencia presentes en
plasmidos, se originan como mutaciones puntuales en los genes blanco (sitios de
insercion de los genes de resistencia) de las bacterias susceptibles y también en los genes
que les proveen proteccion contra otras bacterias. La resistencia intrinseca se ha
demostrado para bacterias Gram negativas, esporas bacterianas, micobacterias y bajo
ciertas condiciones en especies del género Staphylococcus ©.

Las bacterias Gram negativas por lo general son mas resistentes a los antisépticos y
desinfectantes que las Gram positivas. Pseudomonas aeruginosa es mas resistente a la
mayoria de estos agentes, incluyendo la clorhexidina. La membrana externa de las
bacterias Gram negativas actla como una barrera que limita la entrada de varios tipos de
agentes antibacterianos sin relacién quimica. Las moléculas hidrofilicas de bajo peso
molecular pasan facilmente a través de las porinas, en cambio las moléculas hidrofobicas
se difunden a través de la bicapa de la membrana. Ademas de las vias antes descritas se
ha propuesto una tercera via para agentes cationicos como los CAC, biguanidas y
diamidinas, los cuales dafian la membrana y facilitan su autocaptacion. Un ejemplo claro
de resistencia mediada por la membrana externa es el de P. aeruginosa que presenta
diferencias en la composicion del lipopolisacarido (LPS) y el contenido de cationes

como el magnesio, que produce enlaces estables entre moléculas de LPS y como
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complemento a este mecanismo, esta bacteria presenta porinas pequefias que impiden el
paso por difusion de ciertas sustancias ©.

La presencia de un LPS menos &cido en la membrana externa puede ser un factor que
contribuye a la resistencia intrinseca, esta es una caracteristica de bacterias como la P.

aeruginosa ©.

La exposicion repetitiva a los agentes quimicos puede ser fuente de resistencia a los
propios agentes. EI mecanismo de resistencia en desinfectantes puede conllevar a

resistencia a antibioticos .
5.4) Resistencia bacteriana antibidticos.

Las bacterias aerdbicas juegan un papel muy importante en la patogénesis de las
infecciones nosocomiales. Entre ellas las 1SO que representan cerca del 91 %*® de los
casos. Si las bacterias aisladas son resistentes a los antibiéticos, ello obliga al médico a
la utilizacion de antibidticos de amplio espectro o de nuevas generaciones,
contribuyendo al desarrollo por parte de la bacteria, de multiples mecanismos de
resistencia para sobrevivir a su actividad, algunos ejemplos de mecanismos de

intercambio de resistencia bacteriana son:

Transduccion que es la transferencia de cualquier parte de un genoma bacteriano,
cuando un fago atemperado (genoma del virus que se encuentra inserto en el ADN
bacteriano) durante su fase de ensamblaje, encapsula este material. Si el fragmento de
ADN que queda envuelto es totalmente bacteriano se denomina transduccion
generalizada y si s6lo se encapsula parte del genoma bacteriano pero se conserva el
genoma viral se habla de transduccion especializada. Ciertos Antibi6ticos estan
particularmente afectados por este mecanismo: R-lactamicos, aminoglicdsidos,
tetraciclinas; cloranfenicol, sulfamidas (Ejemplo: Resistencia a la ampicilina E. coli y

del Proteus mirabilis).

Conjugacion: Transferencia de material genético contenido en plasmidos de una bacteria
a otra a través de un pili sexual; estos plasmidos usualmente contienen genes que

confieren resistencia a drogas, antisépticos y desinfectantes.
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Transformacion: Transferencia de genes desde un ADN desnudo de una bacteria

previamente lisada a otra que lo recibe y lo incorpora a su genoma.

Transposicion: Movimiento de una seccion de ADN (transposon) que puede contener
genes para la resistencia a diferentes antibioticos y otros genes casete unidos en equipo

para expresion de un promotor en particular @,

Los genes de resistencia pueden expresarse en 5 formas:

Modificacion enzimatica o destruccion del antibidtico.

Es el mecanismo de resistencia que utilizan algunas bacterias contra medicamentos
betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes y monobactamicos).

El ejemplo més representativo es el de betalactamasas, enzimas que inactivan el
antibiotico al hidrolizar el anillo betalactdmico de la molécula. Se reconocen cuatro
clases de betalactamasas: Clase A: penicilinasas, Clase B: betalactamasas, Clase C:
cefalosporinasas, Clase D: oxacilinasas . Otra clase importante de antibiéticos que son
destruidos por enzimas, son los aminoglicdsidos. Se sabe que hay tres tipos de
modificaciones catalizadas por O-fosfotransferasas (OPH), Oadeniltransferasas (ANT) y

N-acetiltransferasas (ACT) que inactivan estos medicamentos @.

Impermeabilidad al antibidtico. Existen diferencias en la composiciéon de la envoltura
celular de las bacterias y en especial en la cantidad del peptidoglicano. Ademas de una
capa pequefa de peptidoglicano en las bacterias gramnegativas, se conoce una estructura
de membrana consistente en lipopolisacérido y lipoproteina anclados al peptidoglicano
junto con grandes proteinas de membrana externa llamadas porinas (OMP) Estas
funcionan como canales acuosos que generan una ruta hidrofilica a través de la
estructura de la membrana hacia el espacio periplasmico influyen en la permeabilidad a
los antibidticos, su numero y tamafio genera diversos tipos de resistencia al paso del
antibiotico a través de la membrana (Ejemplo: Pseudomonas aeruginosa resistente a la

imipenem) .

Alteracion o produccion de nuevos sitios blanco.
Los cambios en los sitios blanco del antibidtico son uno de los mecanismos mas
importantes de resistencia a los antibioticos que se usan en clinica, pues evitan el efecto

bactericida/bacteriostatico, lo cual estimula el desarrollo de resistencia. Por ejemplo, el
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mecanismo mas comun de resistencia a macrolidos (eritromicina) por bacterias Gram
negativas, implica la modificacion del sitio blanco en el ribosoma, especificamente la
metilacion de un residuo de adenina en el dominio V del ARNr23S60. La resistencia a
fluoroquinolonas es otro ejemplo donde se atribuye a los efectos debidos a la mutacién

que afectan los sitios blanco, ADNgirasa y topoisomerasa en las enterobacterias

Sobre-expresion del sitio blanco.
Solo ha sido descrito en aislados clinicos de micobacterias. La duplicacion génica o las
mutaciones de los promotores implicados en la transcripcion de estos genes, son probablemente

el mecanismo responsable. La hiper-produccion de betalactamasas induce resistencia al

clavulanato y se podria considerar la sobreexpresion del blanco del antibiotico @

Presencia de bombas de eflujo que expulsan el antibidtico.

El mecanismo de eflujo para multiples agentes antimicrobianos contribuye a la
resistencia intrinseca y adquirida contra tales agentes. El andlisis del genoma de
bacterias Gram positivas y Gram negativas ha confirmado la amplia distribucién de estos
sistemas, que son mediados por proteinas de transporte, que confieren resistencia a los
componentes toxicos. Ejemplo: Staphylococcus resistentes a las tetraciclinas. @.

En los ultimos afos, se ha desarrollado un interés marcado por evidenciar la presencia de
mecanismos de resistencia cruzada, tanto para antisépticos y desinfectantes como para
antibidticos, ya que, el mecanismo de resistencia es transmitido por formas similares,
por ejemplo por mutacién o por la adquisicién de material genético en forma de plasmidos o

transposones @ .

Todo lo anterior, muestra la compleja problematica de la existencia bacteriana, y refleja
la importancia de hacer un diagnostico del problema, en especial en lo relativo a la
actividad de los desinfectantes y antisépticos de uso hospitalario, ya que estos
constituyen una de las herramientas mas valiosas en la prevencion de las infecciones

nosocomiales.

18



6) Variables.

VARIABLES TIPO VARIABLE | DEFINICION INDICADOR
OPERACIONAL (unidad de
medida).
Bacteria  aerobica | Cualitativas Bacteria aerdbica de | Presencia 0
nosocomial ambiente ausencia.
hospitalario.
Gram Cualitativa Coloracion segin | Gram  positivo 0
Reaccion y técnica de Gram, Gram negativo.
morfologia. morfologia, Cocos o Bacilos.
agrupacion.
Susceptibilidad  a | Cualitativa Interpretacion  de | Sensible o resistente
antibioticos los didmetros de las
zonas de inhibicion.
Multiresistencia Cualitativas Microorganismos que | Resistente a mas de

son resistentes a dos
0 mas grupos de

antimicrobianos

del

por el

2 antibioticos
estudio

método de Kirby-

habitualmente Baur.
empleados en el
tratamiento de las
infecciones por el
microorganismo
considerado *¥¢b,
Coeficiente de fenol | Cuantitativo. Divisién en relacidn | Crecimiento
al fenol de la | bacteriano
dilucién mayor del | demostrado por la
desinfectante gue | presencia o0 ausencia
mata a todos los | de turbidez en el

microorganismos
10

minutos de

después de

incubacién

medio.

19



Concentracion Cuantitativa Dilucién minima a la | Porcentaje de
inhibitoria minima cual el antiséptico en | dilucion.
utilizada del prueba inhibe el
antiséptico. crecimiento
bacteriano utilizando
una dilucién menor y
mayor a la
recomendada por el
fabricante
Tiempo Cuantitativa Periodo de tiempo el | 5, 10, y 15 min.

estandarizado de
exposicion a
desinfectantes y

antisépticos.

cual el antiséptico y/o
desinfectante esta en
contacto con la

bacteria estudiada.

Frecuencia de | Cuantitativa Intervalo de tiempo | Diferentes dias de la
aislamiento con el cual se|semana a diferentes
colectaran las | horas.
muestras
Sitio Cualitativa Lugar de donde se | Nombre de sala de

colecte la bacteria.

operaciones, mesa,

aire, paredes, etc.
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7) Objetivos.

7.1) Objetivo General:

Determinar la presencia de bacterias aerdbicas nosocomiales multiresistentes en
muestras ambientales, la susceptibilidad a antisépticos y desinfectantes

utilizados en salas de operaciones del hospital San Rafael.

7.2) Obijetivos Especificos:

Determinar la presencia en muestras ambientales, de bacterias aerdbicas
nosocomiales potencialmente patdgenas en la sala de operaciones del hospital

Nacional San Rafael.

Determinar si las bacterias aisladas son sensibles o resistentes a los antibiéticos

seleccionados.

Determinar la prevalencia de bacterias multiresistentes a los antibioticos en la

poblacién bacteriana.

Determinar de las bacterias aerébicas nosocomiales multiresistentes aisladas, la

susceptibilidad frente a los antisépticos seleccionados.

Determinar de las bacterias aerébicas nosocomiales multiresistentes aisladas, la

susceptibilidad frente a los desinfectantes seleccionados.

Determinar la bacteria aerobica multiresistentes mas frecuentemente aislada y su

sitio de aislamiento.

Comparar si las bacterias aer6bicas nosocomiales aisladas son similares en las

descritas en estudios anteriormente realizado en el Hospital San Rafael.
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8) Metodologia.
8.1) Periodo de Estudio.

La investigacion se realizo entre los meses de Septiembre a Diciembre del afio 2008.

8.2) Tipo de estudio:

El estudio es de tipo descriptivo, observacional y prospectivo.

8.3) Poblacion y muestra.
Todas las bacterias aerébicas ambientales mutiresistentes aisladas en las salas de

operaciones del Hospital Nacional San Rafael.

8.4) Criterios de inclusion y exclusion.
8.4.1) Inclusion:
e Bacterias aerdbicas nosocomiales, potencialmente patdgenas, que presenten
resistencia multiple a los antibidticos previamente establecidos para cada genero
y especie (ANEXO), aisladas de muestras de sala de operaciones del Hospital

Nacional San Rafael, en los sitios definidos en el protocolo de estudio.

8.4.2) Exclusion.
e Cualquier tipo de crecimiento micotico.

e Bacterias aerdbicas nosocomiales que no presenten multiresistencia.

8.5) Procedimientos para recoleccion y analisis de los datos.

8.5.1) Muestreo

Se realizo un muestreo mixto de conveniencia y al azar, por que el equipo de
investigacion determind el nimero de muestras a tomar durante las 8 semanas de
estudio, al azar por que se tomaron muestras todos los dias de la semana (Lunes a
Domingo) y a cualquier hora del dia, siendo de 7 a 3 pm muestreo de planta, de 4 a 6 am
y fines de semana muestreo de turno. El numero de muestras de aire se establecio de
acuerdo a formulas estandarizadas conforme a la raiz ctbica del volumen total de la sala
@3), Se tomo una muestra de cada uno de los siguientes, lampara quirdrgica, cauterio,
mesa de anestesia y mesa quirdrgica, seleccionando de forma aleatoria el lugar preciso

de la toma de muestra, considerando que, si era tomada en horario de planta se tomaban

22



muestras de 3 salas de operacion, y si era horario de turno se tomaban muestras de 2

salas de operacion (ver Grafica 1).
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8.5.2) Técnicas de recoleccion de la muestra:

Las muestras se obtuvieron en el servicio de sala de operaciones del Hospital Nacional
San Rafael, estas muestras se tomaron exclusivamente en los 5 quirdfanos disponibles,
3 de planta y 2 de turno. Estas salas fueron visitadas a distintas horas laborales, durante
la mafiana y tarde, noche (ver 8.5.1 muestreo) y se tomaron de muestras de diferentes
superficies.

Para la coleccion de muestras de aire Se utilizd el método llamado “sedimentacion
pasiva” ™ (Glosario), con un total de numero de muestras que dependié de el tamafio de
las salas de acuerdo a formulas establecidas ™.

Las muestras de superficies e instrumentos de sala operaciones (mesa quirdrgica y
anestésica, ldmpara quirdrgica, cauterio) se obtuvieron por friccion de superficie,
humedeciendo un hisopo estéril con solucién salina estéril al 0.85%, se frota la
superficie del instrumento y luego se coloca en un medio de transporte, que en este caso
fue el medio de transporte AMIES, previamente identificado. Este procedimiento se
repiti6 en varias ocasiones, en distintos dias de la semana durante un periodo de 8

semanas.
8.5.3) Procesamiento de muestras.

Toda muestra ingreso al laboratorio de microbiologia de la Universidad Dr. José Matias
Delgado de forma inmediata. Las muestras obtenidas del ambiente por medio de
sedimentacion pasiva se incubaron en la estufa, y la de las superficies e instrumentos
obtenidos por friccion de superficie se inocularon por el método de estrias en el medio
Mac Conkey y Agar Sangre incubandose por 18 a 24 horas a 35 °C. Posteriormente se
observaron dichos cultivos, anotando el nimero y caracteristicas de las colonias aisladas.
Se realizaron frotis de cada tipo de colonia y se colorearon por la técnica Gram. En los
casos en los que se observo crecimiento bacteriano, las placas de cultivo se reincubaron

por 24 horas mas. (Grafica 2)
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Grafica 2: Flujograma de la recoleccion y analisis de las muestras.

Sala de operaciones HNSR

| Coleccién de muestra

4—L> | Superficies e instrumentos

Sedimentacion
pasiva |

Friccion de superficie con
hisopo

l Inoculacién en Agar sangre y Mc Conkey

en laboratorio por método de estrias

Transporte en

| Incubacion por 18 a 24 horas a 35 °C

| Revision de cultivos

|

Gram
morfologia

AMIES

> Subcultivos H Identificacion bacteriana

| <J—>{ No crecimiento bacteriano }-\‘

Re incubar x 24 hr
mas

¢ | Lectura 18 a 24 hrs. | +

— Gram negativos:
Gram positivos Citrato Simmons
Coagulasa TSIt
Catalasa MIO 2
Manitol Urea
Cloruro de sodio RM VP 3
6.5% Oxidasa

A

/{ Antlblograma }-\

| Multiresistentes

v

| No multiresistentes

| Prueba coeficiente de Fenol

1: Triple Azucar y Hierro, 2: Movilidad Indol Ornitina, 3: Rojo de Metilo- VVogues Proskaver

Después de realizar el aislamiento, a través, de subcultivos de las posibles bacterias

aerdbicas patdgenas, se procedié a la identificacion bacteriana mediante pruebas
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especificas, las bacterias Gram negativas por medio de las pruebas bioquimicas de:
citrato de Simmons, TSI, MIO, Ureay Rojo de metilo-Voges Proskauer. Para las Gram
positivas las pruebas de catalasa, coagulasa, manitol y la prueba de cloruro de sodio
saturado al 6.5 %. (Grafico 1)

Luego se realizd prueba de antibiograma segln técnica de Kirby Bauer (glosario) a
partir de los aislamientos previamente identificados. Posteriormente a la incubacion se
midi6 en milimetros el diametro de inhibicion del crecimiento bacteriano y se

interpretaron los resultados utilizando las tablas NCCLS especificas para ello @Y.

En las bacterias resistentes a 2 0 més de los grupos de antibidticos se estudio la prueba
de sensibilidad a antisépticos/desinfectante, se realiz6 por medio de la prueba
estandarizada del coeficiente de fenol, dividiendo las concentraciones inhibitorias
encontradas sobre las concentraciones inhibitorias del fenol y se reportaron los

resultados (ver Glosario) (ver nota 1).

8.6) Técnicas utilizadas.

8.6.1) Prueba de susceptibilidad (antibiograma seguin técnica Kirby Bauer)*

El antibiograma es una técnica que permite determinar in vitro la sensibilidad de una
cepa bacteriana a uno o varios antibidticos. La sensibilidad in vitro es uno de los
requisitos previos para la eficacia in vivo de un tratamiento antibitico, permitiendo al
medico escoger el antibiético mas adecuado con base cientifica proporcionada por el
laboratorio y dar tratamientos efectivos % %,

Se interpreta:

Sensible: esta categoria implica que una infeccidon dada por la bacteria en estudio puede
ser tratada apropiadamente con la dosis del antibidtico recomendada para el tipo de

infeccion y la especie infectante, a menos que hubiera contraindicaciones .

1) Nota: las técnicas (bioguimicas, antibiograma y coeficiente de fenol) se validaron utilizando las
cepas de referencia E. coli ATCC ®. 25922, que para el antibiograma segtn la técnica Kirby-
Bauer y el coeficiente de fenol fue sensible a todos los antibi6ticos y desinfectantes utilizados,

por lo cual, nos garantiza la precision y exactitud de nuestra prueba .
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Resistente: las bacterias resistentes no son inhibidas por las concentraciones séricas
normalmente alcanzadas a dosis habituales y/o caen en el rango donde son comunes
mecanismos especificos de resistencia microbiana (ejemplo betalactamasas) y la

eficacia clinica no ha sido comprobada ®°.

Intermedio(ver nota 1): esta categoria incluye bacterias que pueden ser inhibidas por
concentraciones de antibidtico mas elevadas, siempre que las dosis usadas puedan ser

aumentadas o que sean concentradas fisioldgicamente en el tejido infectado @

8.6.2) Prueba de sensibilidad a Antisépticos y desinfectantes (Coeficiente de fenol).

E coeficiente de fenol es una prueba que nos permite determinar la efectividad
antimicrobiana de sustancias antisépticas o desinfectantes frente al fenol. Para realizarlo
se utilizd las cepas multiresistentes del estudio, ademé&s de una cepa control (ver nota 2).
Previo a realizar la prueba descrita segtin la literatura consultada ™ se decidié hacer un
ensayo utilizando los desinfectantes y antisépticos puros (100%) y la recomendacion del
fabricante, obteniendo asi, una concentracion mayor y una menor(ver glosario). El
volumen final de estas diluciones fue de 5 ml. por tubo. Se identificaron 18 tubos con
caldo de tripticasa soya (TSB) con el nombre y dilucion de desinfectante, y el intervalo
de tiempo en el que se hizo el subcultivo. Se ubicaron en orden y se colocaron un tubo
para cada diferente dilucion, tanto de antiseptico como fenol y para cada intervalo de
tiempo. Se agreg0 a cada tubo 0.5 ml. del caldo de tripticasa soya con bacteria cultivadas
hasta la fase exponencial (20 horas), se mezclo para obtener una suspension homogénea

y luego utilizando una técnica aséptica a un intervalo de 5, 10 y 15 minutos se transfirio

1) Nota: Debido a que se utilizaran discos con antibioticos a concentraciones estandarizadas esta

categoria no sera tomada en cuenta para el estudio, y las bacterias que se encuentren en esta

categoria seran reportadas como resistente.

2) Nota: las técnicas (bioquimicas, antibiograma y coeficiente de fenol) se validaron utilizando las
cepas de referencia E. coli ATCC ®. 25922, que para el antibiograma segtn la técnica Kirby-
Bauer y el coeficiente de fenol fue sensible a todos los antibi6ticos y desinfectantes utilizados,

por lo cual, nos garantiza la precision y exactitud de nuestra prueba .
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el contenido de una asa estandarizada (10p) de cada uno de los tubos con desinfectantes
a los tubos que contienen TSB, previamente identificados. Se incuban por 18-24 horas a
35°C.

Posteriormente se observo la presencia o ausencia turbidez y se calculd el coeficiente de
fenol, dividiendo las concentraciones inhibitorias encontradas entre las concentraciones

inhibitorias del fenol *?
8.7) Procedimiento de analisis de datos.
Para la tabulacion y analisis de resultados se utilizo el programa de base de datos SPSS

version 16.0 y Excel. Los datos estadisticos se presentaron en tablas, graficas de barra y

de pastel para su mejor interpretacion.
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9) Resultados.

El estudio se realizo entre los meses de octubre y diciembre del afio 2008, en un periodo
de 8 semanas. Se recolectaron y procesaron en el laboratorio de Microbiologia (UIMD)
un total de 104 muestras, 36 (35%) provenientes del aire y 17 (16%) de cada objeto
inanimados en estudio (mesa quirdrgica, mesa anestésica, cauterio, lampara quirtrgica)
de las distintas salas del Hospital Nacional San Rafael; de 70 muestras se aislaron

bacterias, lo cual corresponde a un 67 % del total (ver grafica 3).

GRAFICA 3: MUESTRAS EN DONDE SE AISLARON
BACTERIAS

M Se aislaron

M No se aislaron

N =104

Los aislamientos mas frecuentes provinieron del aire, 22 muestras (31 %), 14 (20%)
muestras obtenidas de las mesas quirargicas, 12 (17%) obtenidas de la lampara
quirargica, 11 (16%) de la mesa anestésica, y 11 (16%) del cauterio (aclarando que se
interpreta como cauterio a su mesa, mangueras y demas partes del aparato), la mesa
anestésica y el cauterio fueron los sitios de donde menos bacterias fueron aisladas (ver

grafica 4).
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GRAFICA 4: ORIGEN DE LAS BACTERIAS
AEROBICAS AISLADAS

M Aire

M Mesa Quirurgica
M Mesa Anestesia
M Cauterio

M lampara

Del total de muestras se aislaron 145 cepas bacterianas. De ellas 53 (37%) se
clasificaron como potencialmente patégenas, y 92 (63%) contaminantes ambientales no

asociadas a patdgenicidad. También se aislaron 4 cepas de levaduras.

Las bacterias potencialmente patégenas se aislaron principalmente de las mesas

quirdrgicas, siendo 16 (30 %).

Se aislaron del aire 13 (24%), siendo este sitio el Unico, de donde se aislaron
simultdneamente dos géneros bacterianos potencialmente patdgenos distintos
(Staphylococcus spp y Complejo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus). De las
ldmparas quirdrgicas, mesas anestésica y cauterios se aislaron menos bacterias (Ver

grafica 5).
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GRAFICA 5: ORIGEN DE BACTERIAS
POTENCIALMENTE PATOGENAS

M Aire

M Mesa Quirurgica
M Mesa Anestesia
M Cauterio

M Lampara

No se encontr6 una relacion estadistica significativa entre el origen y la bacteria aislada

ya que el Chi cuadrado fue de 0.8,, pero si se observd que las especies bacterianas

poseen un sitio en donde con mayor frecuencia son aisladas (ver cuadro 1)

Cuadro 1: Origen de bacterias aisladas.

Origen Staphylococcus  Staphylococcus Complejo Acinetobacter Enterobacter Total
aureus coagulasa baumannii/calcoaceticus cloacae
negativo
Aire Frecuencia 1 8 4 0 13
Porcentaje  12.5% 23.5% 50% 0% 24.5%
Mesa Frecuencia 3 12 1 0 16
Quirdrgica Porcentaje  37.5% 35.3% 12.5% 0% 30.2%
Mesa Frecuencia 2 6 1 0 9
anestesia Porcentaje  25% 17.6% 12.5% 0% 17%
Cauterio Frecuencia 0 3 0 1 4
Porcentaje 0% 8.8% 0% 33.3% 7.5%
Lampara Frecuencia 2 5 2 2 11
Porcentaje  25% 14.7% 25% 66.7% 20.8%
Total Frecuencia 8 34 8 3 53
Porcentaje  100% 100% 100% 100% 100%
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Los contaminantes ambientales identificados con mayor frecuencia fueron: Bacillus

subtillis, Graffkya tetragena y Corynebacterium spp.

Las bacterias potencialmente patdgenas aisladas fueron: Staphylococcus spp, seguido del
complejo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus y Enterobacter cloacae (ver grafica
6).

GRAFICA 6: FRECUENCIA DE BACTERIAS
PATOGENAS AMBIENTALES AISLADAS

# Staphylococcus spp
# Enterobacter cloacae

u Complejo Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus

=53

Para la identificacion de las bacterias, dependiendo de sus caracteristicas macroscépicas
(tamafio, color, superficie) y microscopicas, se realizé la coloracion Gram de las
bacterias potencialmente patdgenas (N=53), 42 (80 %) fueron clasificados como Gram

positivasy 11 (20 %) como Gram negativas.
Del total (n=42) de cocos Gram positivos aislados, 42 (100 %) fueron clasificados como

del genero de Staphylococcus. De ellos 34 (79 %) fueron coagulasa negativo y 8 (21 %)
coagulasa positivo clasificado como Staphylococcus aureus (ver grafica 7).
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rafico 5

) 6

GRAFICA 7: DISTRIBUCION DE STAPHYLOCOCCUS
SEGUN ESPECIE

i Staphylococcus
coagulasa negativo

¥ Staphylococcus
aureus

=42

De las 11 bacterias Gram negativas, 8 (73%) fueron Cocobacilos y 3 (27%) bacilos.
Todos fueron estudiados por sus reacciones bioquimicas. Los Cocobacilos Gram
negativos seleccionados el 100% pertenece al complejo Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus que se presenta como no fermentador de la lactosa, no mavil,

oxidasa-negativo y que se agrupa en pares.

Los 3 bacilos Gram negativo que son clasificados como Enterobacter cloacae por ser
fermentadores de la lactosa, moviles, Oxidasa negativo y Catalasa positivo. Estos

fueron aislados 2 (67 %) de la lampara quirdrgica y 1 (33%) del cauterio.

Para medir el patron de susceptibilidad de las bacterias aerdbicas potencialmente
patdgenas aisladas, se utilizo el método Kirby-Bauer; se observo que 36 (68%) fueron
sensibles a todos los antibidticos probados, 16 (30%) fueron resistentes a 1 solo
antibidtico y 1 (2%) bacteria fue multiresistentes es decir, resistente a 2 antibidticos,

dicha cepa bacteriana se aislo de una de las lamparas quirdrgicas.
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Del genero Staphylococcus aislados (n=42), 31 (74%) fueron sensible a todos los
antibidticos evaluados, los restantes fueron sensibles a un antibidtico; de ellos 6 (14 %)
presento resistencia a Meticilina, 4 (10 %) presentaron resistencia a
Ampicilina/Sulbactam, solamente 1 (2 %) fue resistente a Amikacina y ninguno presento

resistencia a Ciprofloxacina e Imipinem (ver grafico 8).

GRAFICO 8: RESISTENCIA DE STAPHYLOCOCCUS
SPP AISLADOS

M Meticilina

8 Ampicilina/Sulbactam

M Amikacina

M sensible a todos los
antibioticos

*no se reporto resistencia a ciprofloxacina ni a Imipenem por lo cual lo cual no se incluyen en la grafica.

El total de la cepas de Staphylococcus aureus aislados fue 8, de estos 3 (38%) fue
sensible a todos los antibidticos, 3 (37%) fue resistente a la Meticilina y 2 (25%) fue

resistente a Ampicilina/Sulbactam (ver grafica 9-A).
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GRAFICA 9-A: SUSCEPTIBILIDAD DE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS AISLADOS

u Meticilina

B Ampicilina/sulbactam

w sensible a todos los
antibioticos

*no se reporto resistencia a ciprofloxacina, Imipenem ni a Amikacina por lo cual lo cual no se incluyen

en la grafica.
De los 5 (62 %) Staphylococcus aureus que presento resistencia a un antibiético, 3 (60
%) a Meticilinay 2 (40 %) restante a Ampicilina/Sulbactam (Ver grafica 9-B).

GRAFICA S-B :RESISTENCIADE
STAPHYLOCOCCUS AUREUS AISLADOS

W Meticilina

W Ampicilina/sulbactam

*no se reporto resistencia a ciprofloxacina, Imipenem ni a Amikacina por lo cual lo cual no se incluyen

en la grafica.
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Por otro lado, de los Staphylococcus coagulasa negativo (n=34), 28 (85%) fue sensible a
todos los antibioticos evaluados, 3 (9%) presento resistencia a Meticilina y 2 (6%) a
Ampicilina/Sulbactam (ver grafica 10-A)

GRAFICA 10-A: SUSCEPTIBILIDAD DE
STAPHYLOCOCCUS COAGULASA NEGATIVO
AISLADOS

3%
= Meticilina

B Ampicilina/sulbactam
= Amikacina

M sensible a todos los
N =34 antibioticos

*no se reporto resistencia a ciprofloxacina ni a Imipenem por lo cual lo cual no se incluyen en la grafica.

Del total de Staphylococcus coagulasa negativo que presento resistencia 6 (18 %)
presento resistencia a un antibiético, de ellos, 3 (50 %) fue resistente a Meticilina, 2
(33 %) a Ampicilina/Sulbactam y 1 (17 %) a Amikacina (ver Grafica 10-B)

GRAFICA 10-B: RESISTENCIA
STAPHYLOCOCCUS COAGULASA NEGATIVO
AISLADOS

i Meticilina
# Ampicilina/sulbactam

M Amikacina

*no se reporto resistencia a ciprofloxacina ni a Imipenem por lo cual lo cual no se incluyen en la grafica.
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Cuadro 2: Resistencia de Staphylococcus frente a los antibi6ticos utilizados

S. aureus S.coagulasa  Total Porcentaje
negativo

Ciprofloxacina 0 0 0 0%
Meticilina 3 (37%) 3 (9%) 6 14%
Ampicilina/Sulbactam 2 (25%) 2 (6%) 4 10%
Imipinem 0 0 0 0%
Amikacina 0 1 (3%) 1 2%
Sensible a todos los antibioticos 3 (38%) 28 (82%)

31 74%
Total 8 (100%) 34 (100%) 42 100%

Nota: todos los S. aureus meticilino resistentes y los S. coagulasa negativo, deben informarse como
resistentes a todos los CEPHEMS y a los otros Betalactamicos tales como: amoxicilina/clavulanico,
ampicilina/sulbactam, ticarcilina/clavulanico, piperacilina/tazobactam e Imipenem, independientemente

de los resultados in vitro 2.

El 100 % de Enterobacter cloacae (n=3) presento resistencia a Ceftazidima, y fue

sensible a los otros antibidticos estudiados.

En cuanto al complejo Acinetobacter baumannii/calcoa-ceticus (n=8), 5 (63%) fue
sensible a todos los antibidticos, 2 (25 %) fue resistente a un antibidtico y solamente el
1 (12 %) fue multiresistente. De ellos (n=3) el 75% a Ceftazidima y un 25% restante a

Ampicilina/Sulbactam (ver cuadro 2).

Cuadro 3: Resistencia del complejo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus a los
antibidticos utilizados

Numero de Resistencia Porcentaje de resistencia
bacterias

Ciprofloxacina 0 0 0%
Ampicilina/Sulbactam 1 1 25%
Ceftazidima* 2 3 75%
Imipinem 0 0 0

Amikacina 0 0 0

Total 3 4 100%

* La bacteria multiresistente fue resistente Ceftazidima y Ampicilina/Sulbactam.
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Se determind el coeficiente de fenol a la cepa de complejo Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus multiresistente proveniente de una I&mpara quirdrgica, para asi
establecer la sensibilidad o resistencia a los antisépticos utilizados en la piel de los
pacientes o los desinfectantes utilizados en sala de operaciones del hospital. Luego de la
incubacion, todos los tubos presentaron turbidez marcada, por lo que para garantizar la
eficiencia de la prueba, se decidié realizar subcultivos de dichas soluciones, utilizando
medios no selectivos (agar nutritivo) y comprobando los resultados macroscopicos de

turbidez con el crecimiento de colonias luego de 24 horas de incubacion (ver cuadro 4).

Cuadro 4: Resultados Coeficiente de fenol.

Antiséptico/desinfectante E. coli ATCC ®. Acinetobacter.
25922 baumannii/calcoaceticus.

Fenol puro Sensible Resistente

Fenol 1/100 Sensible Resistente

Yodo 1/10 * Sensible Resistente

Yodo 1/20 Sensible Resistente

Ceticuat Puro Sensible Sensible

Ceticuat 1/100 Sensible Resistente

*No se utilizo concentraciones puras de yodo, por ser el Unico antiséptico emEJIeado en la prueba, se
utilizo las concentraciones toleradas para su uso cutaneo 10 % yodo activo .

Debido a los resultados de resistencia incluso a preparaciones puras, en los tiempos 5,10
y 15 minutos establecidos por la prueba, se decidié suspender el ensayo con el resto de
diluciones. Por lo tanto es imposible calcular el coeficiente de fenol para las sustancias
utilizadas; debido a que, ninguna de las diluciones empleadas fue eficiente para erradicar
la cepa en estudio durante el transcurso de la prueba, a excepcion del Ceticuat® puro, al

cual presento sensibilidad.
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10) Discusion.

Las infecciones nosocomiales dentro de las cuales se encuentran la ISO constituyen un
serio problema para la salud piblica a nivel mundial . Segtn estudios realizados en
paises industrializados mejorar el ambiente de sala de operaciones es necesario para
minimizar la prevalencia de infecciones nosocomiales *- América Latina se encuentra
entre las regiones con mas alta incidencia de brotes nosocomiales producidos por
bacterias que presentan resistencia a maltiples antibiéticos Y. Es importante el anélisis
de la resistencia no solo de antibidticos, si no también a antisépticos y desinfectantes, ya
que estos son una de las herramientas mas efectivas utilizadas para prevenir las

infecciones nosocomiales.

En este estudio realizado en las salas de operaciones del Hospital Nacional San Rafael,
se observo que el ambiente esta contaminado, también por hongos miceliales y
levaduras. La mayoria de las bacterias ambientales no tienen potencial patdgeno, tal y
como lo descrito por Rosa y col. ®¥, sin embargo, también se encontré un porcentaje
significativo de bacterias ambientales potencialmente patdgenas, siendo las mas
frecuentes los Staphylococcus, tanto coagulasa negativo, como S. aureus; complejo
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus y Enterobacter cloacae (ver gréfico 6). Estas
bacterias son de suma importancia, debido al surgimiento de enfermedades emergentes

%)y a el papel que ejercen en el desarrollo de infecciones

en inmunosuprimidos ¢
nosocomiales, tal y como fue descrito en Estados Unidos por Richards y col., en donde
se relaciona la presencia de las bacterias antes mencionadas en unidades de cuidados
intensivos (UCI), con el desarrollo de septicemia, neumonias, infecciones de vias

urinarias, 1SO e infecciones cardiovasculares 2.

El origen de las bacterias potencialmente patdgenas fue diverso, siendo mas frecuente la
mesa quirdrgica (30%), pudiendo este ser debido al contacto directo que existe con el
paciente y los fluidos corporales. El segundo en frecuencia (24%) fue el aire (Ver
gréfico 5), ya que aunque carezca de nutrientes, es un vehiculo de transporte idéneo, asi

23 Las bacterias mas

como ha sido descrito previamente por Charles y col
frecuentemente aisladas (Ver grafico 6), fueron cocos Gram positivos pertenecientes al
genero Staphylococcus (80%), los cuales estan descritos como parte de la flora normal

del personal de sala de operaciones “®, y de ahf pueden pasar al ambiente y contribuir a
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2123 También se encontrd el complejo

la diseminacion de las infecciones nosocomiales ¢
A. baumannii/calcoaceticus (15%) que estd asociado con brotes de septicemia y
neumonia nosocomial en pacientes inmunosuprimidos; este complejo, posee dos
caracteristicas particulares: la capacidad de persistir en el ambiente durante periodos
prolongados de tiempo, debido a que puede utilizar varias fuentes de carbono como
sustrato, y la otra caracteristica en particular es su multiresistencia a antibioticos,
desinfectantes y antisépticos, tal y como lo observamos en este estudio y el estudio
realizado por Peleg y col. %,

Adicionalmente existe cierta contaminacion fecal por el aislamiento de Enterobacter
cloacae (5%) perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, que es parte de la flora

(2526) 'Se ha reportado que esta enterobacteria puede producir

gastrointestinal humana
infecciones oportunistas en pacientes hospitalizados o inmunosuprimidos ®?%. Este
genero bacteriano posee una resistencia intrinseca a la ampicilina y a las Cefalosporinas

25), En el caso de este estudio la falta de resistencia a la

de espectro reducido ¢
Ampiclina se debe a la combinacion con Sulbactam, que como se conoce incrementa su
actividad al unirse irreversiblemente a betalactamasas mediadas por plasmidos,
neutralizando asf este mecanismo de resistencia a los antibicticos betalactamicos . En
este estudio no se aislo Escherichia coli a diferencia de lo reportando en el estudio
previo de Infeccion de sitio operatorio realizado en hospital Nacional San Rafael, que
fue la enterobacteria mas frecuentemente aislada, siendo la mayoria de las cepas

resistentes a Trimetroprim Sulfametoxazol y Amoxicilina .

El porcentaje de resistencia a Meticilina encontrado para el género Staphylococcus fue
del 37 % para S. aureus y del 9 % para S. coagulasa negativo (Ver cuadro 2). Esta
diferencia es comparable con las tasas de resistencia descritas en pacientes en unidades
de cuidados intensivos (UCI) encontradas en el estudio de Fridkin y col. ®Y.

Esperabamos un porcentaje mayor de cepas multiresistentes porque en el ambiente
hospitalario ya que las bacterias son sometidas a una alta presion de seleccion,
ocasionado por el amplio uso de antibi6ticos, que trae como consecuencia que persistan

las bacterias multiresistentes ©%.

Las tasas de resistencia encontradas para los
antibioticos Amikacina y Ampicilina-sulbactam son bajas y nulas para Imipenem y
Ciprofloxacina (ver cuadros 2,3), lo cual se podria relacionar con el uso restringido de
estos antibioticos en el hospital. La resistencia a Ceftazidima fue encontrada en 5 (54%)

de las bacterias y siendo una Cefalosporina de tercera generacion, se podria relacionar
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con el uso frecuente de Ceftriaxona dentro del hospital ®”. En un estudio previo
realizado en el Hospital Nacional San Rafael, en pacientes con infeccion de sitio
operatorio las tasas de resistencias descritas para cinco antibi6ticos del cuadro bésico de
medicamentos fueron altas, llegando a ser de hasta el 42% para Ciprofloxacina y 3%
para Imipenem . En nuestro estudio no se reporta ninguna cepa resistente para dichos

antibioticos; estas diferencias en el patron de resistencia sugiere origenes diferentes.

Se encontr6 una cepa del complejo A. baumannii/calcoaceticus multiresistente, la cual
provenia de la lampara quirurgica. Factores que ejercen una influencia para la presencia
de este tipo de cepas pueden ser: la exposicion al aire, la emision de calor, ademés de ser
un objeto dificil de manipular y desinfectar. En el estudio previo realizado para los
pacientes con ISO en dicho hospital, del total de complejo A. baumannii/calcoaceticus
(n=2) el 100% resulto ser multiresistentes y con sensibilidad Unicamente al Imipenem,

comportamiento similar al de la cepa multiresistente del presente estudio ©®.

El complejo A. baumannii/calcoaceticus resulto resistente a todos los antisépticos y
desinfectantes utilizados, exceptuando el sin diluir Ceticuat® el cual fue efectivo, por lo
que se puede concluir que esta sustancia es mas eficiente en su actividad bactericida que
el fenol aunque no es efectiva en la dilucion de 1:100 utilizada en el HNSR (ver cuadro
4). Este hallazgo obliga a usar antisepticos y desinfectantes diferentes a los que se usan
actualmente en las salas de operaciones del hospital San Rafael, ya que estos no
erradican a la cepa multiresistente utilizando las concentraciones recomendadas por los
fabricantes y evidencian la necesidad de establecer un programa de rotacién de los
antisépticos y desinfectantes utilizados para la limpieza, implementar un control de
calidad de antisépticos, continuar los controles microbiolégicos que se realizan®”; ya
que, estas son medidas basicas para todas las salas de operaciones incluyendo las del

hospital San Rafael®® .

A pesar de que el coeficiente de fenol es la prueba clasica utilizada, al momento existen
otras pruebas que incluyen un método de transporte del inoculo para medir la actividad
bactericida, que implica el ensayo de cultivos puros que estan desecados sobre hilos
quirdrgico o dentro de pequefios cilindros de acero inoxidable, frente a un germicida

35

quimico especifico a un tiempo y temperatura de contacto controlado ©®. Ademés

41



existen otros estudios como el llevado acabo en el Departamento de Microbiologia de
Young University Utah, en donde se comprueba la existencia de métodos con igual
eficacia para la evaluacion de desinfectantes, mas sencillos y que requieren menos
tiempo para realizarlos y que también permite evaluar la actividad de
antisépticos/desinfectantes que han estado en uso, dandoles una mayor importancia para

su aplicacion clinica 9.
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11) Conclusiones.

e El ambiente de sala de operaciones se encuentra contaminado no solo por
bacterias, si no también por hongos miceliales y levaduras; Aunque la mayoria
de ellos son bacterias ambientales sin potencial patdgeno, el 37% de las aisladas
son potencialmente patdgenas.

e Las bacterias aerdbicas potencialmente patdgenas aisladas fueron: del genero
Staphylococcus (aureus y coagulasa negativo), complejo Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus y Enterobacter cloacae.

e La presencia de las bacterias potencialmente patdgenas antes mencionadas son
de suma importancia, debido al papel que ejercen en el desarrollo de
enfermedades en pacientes inmunosuprimidos e infecciones nosocomiales
(bacteremia transitoria, neumonia e 1SO).

e EIl origen de las bacterias potencialmente patdgenas fue diverso, siendo mas
frecuente la mesa quirurgica, el segundo sitio en frecuencia fue el aire, seguido
de la mesa anestésica, lampara y cauterio.

e Siendo el género Staphylococcus el aislado con mayor frecuencia, se puede
sospechar que existe contaminacion por la flora normal del personal de sala de
operaciones.

e Se puede concluir que existe cierta contaminacion fecal por la presencia de el
Enterobacter cloacae perteneciente a la familia Enterobacteriaciae, habiéndose
aislado de lampara quirdrgica y cauterio.

e Existe una diferencia en el porcentaje de resistencia a Meticilina encontrado
entre S. aureus y S. coagulasa negativo. Siendo mas frecuente para el S. aureus
(37%).

e Las tasas de resistencia encontradas para los antibidticos utilizados son bajas y
nulas para Imipenem y Ciprofloxacina.

e Las bacterias aerdbicas nosocomiales aisladas no son similares en cuanto a
frecuencia o patron de resistencia a las descritas en estudios anteriormente
realizados en el Hospital San Rafael, lo que sugiere diferentes origenes.

e La cepa del complejo A. baumannii/calcoaceticus resulto resistente a todos los
antisépticos y desinfectantes utilizados, exceptuando al Ceticuat® sin diluir, por

lo que se puede concluir que esta sustancia es mas eficiente en su actividad
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bactericida que el fenol, aunque hay que sefialar que no es efectiva en las
concentraciones sugeridas por el fabricante.

El hallazgo de resistencia a todos los es de especial importancia, debido a que
indica mutaciones bacterianas ante una presion selectiva y plantea la necesidad
de mejorar las medidas de desinfeccion aplicadas en las salas de operaciones del

Hospital Nacional San Rafael.
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12) Recomendaciones.

En base a los resultados del presente estudio, es necesario continuar realizando de forma
periddica controles microbioldgicos dentro de las salas del Hospital Nacional San
Rafael, que comprenda ademé&s del aislamiento el analisis de multiresistencia para
verificar la erradicacion o la aparicion de nuevas cepas resistentes, ademas se debe
elaborar un protocolo para la utilizacion de antisépticos y desinfectantes el cual incluya
una adecuada rotacion, control de calidad en la preparacion de las diluciones, frecuencia
apropiada de uso y tiempo conveniente de exposicion, el cual sea conocido por todo el
personal de las salas de operaciones del Hospital Nacional San Rafael, con el objetivo de

disminuir la incidencia de infecciones nosocomiales en dicho Hospital

Aunque los resultados sugieren fuentes diferentes de infeccion para las 1ISO en el HNSR,
por el hallazgo de patrones diferentes de multiresistencia, es conveniente mantener la

vigilancia epidemioldgica y buscar otras fuentes de infeccion.
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13) Anexo 1

Técnicas.

Tincion Gram: Basandose en su reaccion a la tincion de Gram, las bacterias
pueden dividirse en dos grupos: Gram positivas y Gram negativas. Esta tincion
tiene gran importancia en taxonomia bacteriana y depende esencialmente de la
naturaleza quimica de las paredes celulares de los microorganismos indicando
diferencias fundamentales en ellas.
Mientras que las bacterias Gram negativas son constantes en su reaccion, los
microorganismos Gram positivos pueden presentar respuestas variables en ciertas
condiciones (son Gram l&biles). Por ejemplo, los cultivos viejos de algunas
bacterias Gram positivas pierden la propiedad de retener el cristal violeta, y en

consecuencia, se tifien por la safranina apareciendo como Gram negativas .

Método Frotis: En un portaobjetos bien limpio se coloca una gota de solucién
salina normal con el asa bacteriolgica, previamente esterilizada a la llama, se
lleva una pequefia cantidad de una colonia. Con el asa se extiende la gota y las
bacterias sobre el portaobjetos, se espera que se seque el aire y se fija la

extension por el calor, calentando suavemente a la llama del mechero.

Coloracion:

a) Se cubre el frotis 1 minuto con cristal violeta (colorante inicial)
b) se lava con agua de chorro

¢) 1 minuto en lugol (mordiente), se lava con agua de chorro

d) se decolora con alcohol acetona (decolorante) por 15 seg.

e) se lava con agua de chorro

) 1 minuto con safranina (colorante de contraste)

g) se lava con agua de chorro.

h) se seca al ambiente %
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Identificacion Gram positivo

Produccion de Hemdlisis: Fundamento: Algunos microorganismos, cuando se
cultivan "in vitro" sobre medios que contienen sangre, pueden producir alrededor
de las colonias unas zonas de hemolisis variables, segin se origine una
destruccion parcial o total de los eritrocitos. Las sustancias responsables de estos
fendmenos son exotoxinas, liberadas por las bacterias al medio, llamadas

hemolisinas.

Se visualiza en el Medio de cultivo: Agar-sangre, constituido por un medio
béasico (Ej.: agar nutritivo o Tripticasa soya agar (TSA) adicionado de un 5% de

sangre desfibrinada de carnero.

Procedimiento: inocular siguiendo el método de estrias. Incubar durantel18- 24
horas a 35°C.

Lectura e interpretacion de resultados: podemos encontrar a, 3, y hemdlisis.

La a-hemolisis es una hemolisis parcial, en la que los hematies son parcialmente

dafiados. Se observa por una estrecha zona verde alrededor de la colonia.

La B-hemdlisis se caracteriza por una zona clara e incolora que rodea a la
colonia, debido a la destruccion total de los globulos rojos. Es una hemolisis

total.

En la y-hemolisis no se observa ninguna variacion alrededor de las colonias ni

actuacion sobre los globulos rojos.

Interés: esta caracteristica es importante para determinar las diferentes especies
de Streptococcus: por ej. S. pyogenes es  -hemolitico; S. pneumoniae es o

-hemolitico ©.

Prueba de Catalasa: investiga la presencia en el microorganismo de la enzima
catalasa, capaz de descomponer el peréxido de hidrogeno o agua oxigenada

(H202) en H20 y Oz, que se desprende en forma de burbujas en el medio. El
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H202 se forma como un producto terminal oxidativo de la descomposicion

aerdbica de los azUcares; si se acumulara seria toxica para la bacteria.
Reactivo: H202 de 3%.

Procedimiento: Con un aplicador de madera, recoger el centro de una colonia
pura de 18-24 h. y colocarla sobre un portaobjetos limpio. A continuacion
agregar una gota de peroxido de hidrogeno de 10 wvolumenes sobre el
microorganismo del portaobjetos. No invertir el orden del método pues pueden
registrarse falsos positivos especialmente si se utilizan hilos o asas que contengan
hierro. Si se utilizan asas s de platino también se puede caer en este error ya que
el platino puede producir un resultado falsamente positivo, por lo que se utilizara
un palillo de madera. El nicrom no ocasiona estos problemas. No es necesaria la
mezcla del cultivo y el agua oxigenada con la aguja o el asa de inoculacion. Si el
microorganismo es catalasa [+] se observard de inmediato la aparicion de

burbujas (liberacion de gas).

Lectura: diferenciacion de los géneros: - Streptococcus [-], Micrococcus [+] y

Staphylococcus [+] - Clostridium [-] y Bacillus [+] ©).

Prueba de Coagulasa: investiga la presencia de la enzima coagulasa. La
coagulasa se puede encontrar en dos formas: libre y fija o ligada (unida a la pared
bacteriana). La coagulasa es una enzima con actividad semejante a la
protrombina, capaz de transformar el fibrindgeno en fibrina, provocando la

formacion de un codgulo visible.

No se debe emplear sangre citratada pues los microorganismos que utilizan
citrato, como por ej. Streptococcus faecalis, pueden dar una falsa reaccion

positiva.

Procedimiento:

Prueba en tubo: con 0.5 ml de plasma inocular dos o tres colonias aisladas, hasta

formar una suspension, la cual se coloca en la estufa bacterioldgica para
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incubarla a 35° C, observar a las 4 horas la formacion de coagulo a mayor tiempo

este se puede lisar ©.

Lectura e interpretacion de resultados La reaccion se considera positiva ante
cualquier grado de coagulacion visible dentro del tubo. La reaccion se observa
mejor inclinando el tubo. Si es positiva, el coagulo permanece en el fondo del

tubo. Reaccion negativa: ausencia de coagulo tras 18-24 horas de incubacion.

Interés: se utiliza de manera especifica para diferenciar Staphylococcus aureus

(coagulasa positivo) de otras especies de Staphylococcus ©.

Prueba de Manitol: Sirve para detectar si los gérmenes son capaces de
fermentar el manitol liberando productos &cidos que seran detectados gracias al
indicador rojo de fenol que cambiara a color amarillo. Para esta prueba el medio
manitol movilidad incluye 7,5 g/l de D-Manita. Bacterias manitol (-) son, dentro
de las enterobacterias, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris y Shigella dysenteriae.
Entre las bacterias de importancia clinica, la prueba del manitol sirve para

diferenciar Staphylococcus aureus (+) de Staphylococcus epidermidis (-) ©.

Tolerancia al cloruro de sodio: determina la facultad de un organismo de

desarrollase en presencia de una concentracion de 6.5 % de cloruro de sodio.

Procedimiento: se Inocula en el caldo ICC con cloruro de sodio al 6.5% un
cultivo previamente incubado por 18 - 24 horas, se incuba a 35° C por 24
horas. Se puede controlar periddicamente, y esperar hasta las 72 horas antes

de informar como negativo. ©

Lectura:
Positivo: Hay desarrollo bacteriano

Negativo: No se observa crecimiento en el caldo

Controles
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Control negativo: Escherichia coli

Control positivo: Staphylococcus aureus

Identificacion Gram negativo

Prueba de Citrato: mediante esta prueba se determina si el microorganismo es
capaz de utilizar el citrato como Unica fuente de carbono. ElI medio incluye
citrato de sodio como Unica fuente de carbono y fosfato de amonio como unica
fuente de nitrégeno. Las bacterias que pueden utilizar citrato como Unica fuente
de carbono también pueden extraer nitrogeno de la sal de amonio, con
produccién de amoniaco, llevando a la alcalinizacion del medio. EI medio lleva
un indicador, el azul de bromotimol, que es amarillo a pH &cido, verde a pH

neutro y azul a pH alcalino.
Medio de cultivo: Medio de citrato de Simmons en Bisel.

Procedimiento: sembrar en el bisel, el microorganismo obtenido en medio solido.
Incubar a 35° C de 18-24 horas ©.

Lectura e interpretacion de resultados: Prueba positiva: crecimiento con un color

azul intenso en bisel después de 18-24 horas de incubacion.

Prueba negativa: no se observa crecimiento ni cambio de color (el medio
permanece de color verde.) Si se observa crecimiento sin cambio de color, se
confirmard la positividad de la prueba incubando el tubo 24 horas més, durante

las que suele aparecer el color azul.

IMVIC incluye las pruebas de citrato Indol, Rojo de Metilo y VVoges Proskauer y
movilidad, sirven, para la diferenciacion de los géneros de las

Enterobacteriaceas ©.
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MIO ( movilidad indol ornitina)
Prueba de Movilidad:

Sirve para determinar si un organismo es movil o inmdvil. Las bacterias tienen
movilidad por medio de sus flagelos que se encuentran principalmente en

algunos bacilos aunque existen algunas formas de cocos moviles.

En las enterobacterias, la movilidad nos permite diferenciar los géneros
Klebsiella (+) Shigella (-) y otros de las restantes que suelen ser movilidad (+)
(Salmonella, Proteus, etc). Dentro del género Bacillus, nos permite diferenciar

B.anthracis (-) de otras especies generalmente (+) ©.

Prueba de Indol: investiga en el microorganismo la presencia de la enzima
triptofanasa o triptofanodesaminasa, capaz de desdoblar el triptéfano en indol
mas alanina. Se detecta la presencia de esta enzima mediante la reaccion del

indol producido con el reactivo p-dimetilaminobenzaldehido.

Medio de cultivo: caldo de peptona y se utiliza el reactivo de Kovacs para la

lectura.

Procedimiento: sembrar con aguja bacteriolégica el medio con el

microorganismo objeto de estudio. Incubar a 35° C durante 18-24 horas.

Lectura e interpretacion de resultados: se agregan unas gotas del reactivo de
Kovacs directamente sobre el tubo incubado y se agita. En caso de que la prueba
sea positiva, es decir, en caso de que se haya producido indol, éste reaccionara
con el p-dimetilaminobenzaldehido, apareciendo un anillo de color rojo en la
superficie del tubo. EI HCI tiene como funcidn bajar algo el pH, favoreciéndose
asi la reaccion, y el alcohol amilico concentra el color en la superficie. Puede

también utilizarse el reactivo de Erlich para realizar la lectura ©.

Rojo de Metilo - Voges-Proskauer (RM VP): Una de las caracteristicas
taxondmicas que se utilizan para identificar los diferentes géneros de
enterobacterias lo constituyen el tipo y la proporcion de productos de

fermentacion que se originan por la fermentacion de la glucosa. Se conocen dos
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tipos generales: la fermentacién &cido-mixta y la fermentacion del 2,3
butanodiol. En la fermentacion acido mixta se forman fundamentalmente lactico,
acético y succinico, ademas de etanol, H, y CO,. En la via del butanodiol se
forman cantidades menores de éacido (acetato y succinato) y los principales

productos son el butanodiol, etanol, H, y CO, ©

El rojo de metilo es un indicador de pH con un intervalo de viraje entre 6,0
(amarillo) y 4,4 (rojo), que se utiliza para visualizar la produccion de &cidos por

la via de fermentacién acido mixta..

El acetil-metil-carbinol (o acetoina) es un producto intermediario en la
produccion de butanodiol. En medio alcalino y en presencia de oxigeno la
acetoina es oxidada a diacetilo. Este se revela en presencia de alfa-naftol dando

un color rojo-fucsia ©

Técnica: Inocular el caldo RMVP con un cultivo puro de no mas de 24 horas de
la bacteria en estudio. Incubar a 35°C durante 48 horas. Luego de finalizado el
tiempo de incubacion transferir 1 mL del caldo a un tubo limpio para VVP. En el
caldo restante revelar RM agregando unas 4 - 8 gotas del indicador rojo de
metilo. Para revelar VP agregar 0,6 ml (10 gotas) de alfa-naftol al 5% y 1 gota de
KOH al 40%. Agitar cuidadosamente para exponer el medio al oxigeno
atmosférico y dejarlo reposar durante 10 a 15 minutos.

Interpretacion: La prueba RM es positiva si se desarrolla un color rojo estable.
Esto indica que la produccion de acido es suficiente para producir el viraje del
indicador y la bacteria ferment6 la glucosa por la via de acido mixta. Un color
anaranjado, intermedio entre el rojo y el amarillo no es considerado como

positivo ©,

La prueba VP es positiva si se desarrolla un color rojo-fucsia luego de 15

minutos, que indica la presencia de diacetilo, producto de oxidacion de la acetona
©)

Controles

RM positivo, VP negativo: Escherichia coli
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RM negativo, VP positivo: Enterobacter aerogenes .

Descarboxilacion de ornitina: La descarboxilacion de aminoacidos es llevada a
cabo por descarboxilasas y se forman aminas y CO,. Cada descarboxilasa es
especifica para un aminoacido y la reaccion es completa e irreversible. Los
aminodcidos ensayados habitualmente para la identificacion son lisina, ornitina y

arginina ©.

El caldo descarboxilasa de Moeller es el medio base méas cominmente usado para
la determinacion de las descarboxilasas en enterobacterias. Se prepara un tubo
con el medio conteniendo el amino&cido a ensayar y un tubo control con medio
base sin amino&cido. Se cubren con una capa de aceite mineral (vaselina liquida)
para hacer el medio anaerobio de manera que ocurra la fermentacion de la
glucosa que contiene. Durante las primeras etapas de la incubacién en ambos
tubos se observard viraje del indicador de pH del medio al &cido, por la
fermentacion de la glucosa. Luego, si el aminoacido es descarboxilado, se forman

aminas que provocan un retorno al color original del medio o un viraje al alcalino
©)

Caldo Ornitina de Moeller: Preparar igual al medio base y agregar 10 g del
aminoacido (1% de concentracion final de la forma levo, utilizar el doble si se
usa la forma dl del aminoécido ya que solo la levo es activa). Agregar aceite

mineral para formar una capa de 1 cm de espesor ©.

Técnica: Inocular con un cultivo puro de 24 horas un tubo de base de Moeller
con el aminoacido ornitina y un tubo de la base (control sin amino4cido). Incubar
a 35°C durante 18 a 24 horas ©.

Interpretacion: El ensayo puede ser leido si en el tubo control se observa
crecimiento y viraje del indicador al amarillo indicando que se dio la
fermentacion de la glucosa y un descenso de pH que permite la activacion de las
descarboxilasas. El retorno al color azul-violeta en el tubo que contiene el
aminodcido indica una reaccion positiva debida a la liberacion de aminas por

descarboxilacion ©.
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Prueba de Ureasa: mediante esta prueba determinamos la capacidad del
microorganismo de desdoblar la urea en CO2 y amoniaco por accion de la
enzima ureasa. Se visualiza el proceso debido a que la alcalinidad que se produce
origina un cambio de color en el indicador que lleva incorporado el medio. Esta
prueba se puede realizar en tubo con medio liquido o sobre discos de papel de
filtro.

Prueba en tubo

Medio de cultivo: Medio de urea de Christensen: El medio se esteriliza en el
autoclave. Se deja enfriar hasta 50-55°C y a esta temperatura se le afiaden 100 ml
de solucion de urea al 20% en agua destilada, esterilizada por filtracion. Se
distribuye el medio asépticamente en tubos estériles y se deja enfriar en posicion

inclinada.

Técnica: sembrar el bisel con un inoculo denso e incubar a 35-37°C durante 1-6

dias, observando las primeras 6 horas y luego cada 24 horas.

Lectura e interpretacion de resultados: Se considera la prueba positiva [+], es
decir, el microorganismo serd ureasa [+] si debido a la alcalinizacion del medio,
éste toma una coloracion rosada maravilla. Interés: todas las especies del género
Proteus dan positiva esta reaccion dentro de las 6 primeras horas, virando la
superficie del medio a color rojo-rosiceo. Se puede asi diferenciar el género
Proteus de otros microorganismos ureasa [+] retardados como especies de

Klebsiella o Enterobacter, asi como de microorganismos ureasa [-] como E.coli.
©)

Prueba de la Oxidasa: investiga la presencia de la enzima citocromooxidasa en
el microorganismo, la cual oxida al dimetil-parafenilen-diamina (reactivo
incoloro) dando un producto de color. El sistema citocromooxidasa se encuentra,

por lo general, en microorganismos aerobios.

Reactivos: Dimetil-p-fenilendiamina o tetrametil-p-fenilendiamina impregnado

sobre tiras o discos de papel de filtro.
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Procedimiento. Lectura e interpretacion de resultados: Colocar una tira o disco
impregnado de reactivo recién preparado en un porta objetos o caja de Petri.
Luego tomar una colonia con el aplicador de madera y depositarla sobre la tira o
disco. La aparicion de un color azul oscuro indica la existencia del enzima

citocromooxidasa (prueba positiva).

Interés: ayuda a la identificacion de los generos Pseudomonas, Neisseria, Vibrio

Enterobacterias [-], entre otros ©.

Prueba de Susceptibilidad (Antibiograma).

Agar Muller Hinton.

Es el medio validado por el NCCLS para la prueba de susceptibilidad a los
antimicrobianos por difusion de disco.

De los medios disponibles se considera el agar Muller-Hinton el mejor de las
pruebas de sensibilidad de rutina dado que; muestra buena reproducibilidad,
contiene bajo nivel de inhibidores (sulfonamidas, trimetoprim vy tetraciclina) y es
adecuado para el desarrollo de la mayoria de las bacterias de crecimiento rapido.
Preparacion:

Se prepara a partir de la base deshidratada de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante. Inmediatamente después de esterilizar se enfria en bafio de agua hasta
45-50 C. Se coloca el medio en placas de Petri hasta alcanzar un nivel de 4mm.
Esto corresponde 25 a 30 ml para placas de 100 ml.

Las placas que no se usen en el dia se pueden mantener en el refrigerador a 2-8 °C.
Las placas con més de 7 dias de preparacion no son adecuadas para la prueba de
sensibilidad salvo que sean guardadas en bolsas de pléastico para evitar la
desecacion. Debe controlarse la esterilidad de cada lote incubando las placas 18-24
horas a 35 C. @

Almacenamiento de Discos.
Los discos de antibi6ticos deben de mantenerse refrigerados de 4 a 8 °C o en
congelador a — 14 °C. o menos para mantener el farmaco en condiciones optimas.

Los discos con antibidticos de la familia betalactamicos deben mantenerse en
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congelador para mantener su potencia. Los discos deben de ser sacados del
refrigerador 1 o 2 horas antes de su uso, a fin de lograr un equilibrio en la
temperatura antes de ser abierto los frascos. Cuando el indicador del desecador
usado cambia de color debe interpretarse como un exceso de humedad y debe

remplazarse. @

Turbidez estandar para la preparacion del inoculo.

Para estandarizar la densidad del inoculo se usa una suspension de sulfato de bario
como estandar de turbidez (0.5 de la escala de McFarland).

Se prepara dicho estandar agregando 0.5 cc de BaCl, 0.048M a 99.5 cc de H,SO,
0,18M (0,36N)(1%V/V). Se verifica la densidad correcta del estdndar usando un
espectrofotometro. La absorbancia a 625nm deberia de ser 0,08-0,10 para el
estandar 0.5 McFarland. Se distribuye 4-6 ml dentro de los tubos similares a los
que va a usar para preparar indculos, se mantienen los estandares guardados a
temperatura ambiente al abrigo de la luz. Se agita vigorosamente el estandar antes
de su uso para lograr una turbidez homogénea. Se puede remplazar la confiabilidad

de los estandares mensuales. ?*

Preparacion del inoculo.

Método de desarrollo previo.

Se selecciona de 4 0 5 colonias aisladas de igual morfologia en la placa de cultivo
no selectivo. Se prepara una suspension en 4 o 5 ml de un caldo TSB tocando la
parte superior de cada colonia. Posteriormente se incuba a 35 °C hasta que alcance
0 exceda la turbidez del estandar (2-6 hrs.).

Se ajusta la turbidez del inoculo con solucion salina fisioldgica estéril o caldo hasta
el tubo de 0,5 de la escala de McFarland, por comparacion visual con el estandar.
Para ello, observe los tubos contra un fondo blanco con una linea negra como
contraste. Esta suspensién contendra aproximadamente 1 a 2x10° UFC/ml para la

bacteria estudiada. @

Inoculacién de placas.
Dentro de los 15 min después de ajustado el inoculo se siembran las placas de
Muller Hinton con un hisopo estéril. Inocule la superficie por hisopado en 3

direcciones para asegurar una completa distribucién del inoculo. Las zonas de
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inhibicion seran uniformemente circulares y el desarrollo confluente o casi
confluente. Si crecen solo colonias aisladas el antibiograma debe repetirse. Espere
de 3 a 5 min., pero no més de 15 min. antes de aplicar los discos, para que el

exceso de humedad superficial sea absorbido. *°

Aplicacion de los discos de Antibidticos en las placas inoculadas.

Se colocan los discos sobre la superficie del agar inoculado con una pinza estéril
aplicando una ligera presion, colocar el siguiente disco a una distancia no menor de
24 mm desde un centro al otro. Debido a que algunos antibidticos difunden casi
instantaneamente, un disco no debe ser removido una vez que tomo contacto con la

superficie del agar. No deben colocarse mas de 5 discos por placa de 100 mm.
Las placas se incuban invertidas a 35°C. %

Lectura de las placas e interpretacion de resultados

Después de 16 a 18 horas de incubacion se examina cada placa y se mide los
didmetros de las zonas de inhibicion con una regla graduada. Si las placas fueron
satisfactoriamente hisopadas y el inoculo fue el correcto, Las zonas de inhibicion
serdn uniformemente circulares y habrd desarrollo confluente. Si el
microorganismo estudiado es Staphylococcus spp o Enterococcus spp. Incube 24
horas para vancomicina y oxacilina, pero los antimicrobianos pueden leerse entre
las 16 a 18 horas. Se utiliza luz transmitida para examinar un ligero crecimiento de
cepas meticilino o vancomicino resistente dentro de las zonas de inhibicion.
Cualquier desarrollo dentro de la zona de inhibicion es indicativo de meticilino o
vancomicino resistente. %

El punto final debera tener en cuenta el area que no muestre desarrollo obvio a
simple vista, no incluyendo velo de crecimiento o colonias muy pequefias que
pueden ser detectadas solo con mucha dificultad en el borde de la zona. Colonias
mayores creciendo dentro de la zona clara deberan ser subcultivadas,
reidentificadas y reensayadas. Algunos Proteus spp podrian presentar “Swarming”
dentro de las zonas de inhibicion con algunos antimicrobianos, en estos caso el
velo del “Swarming” deberd ser ignorado. En medios suplementados con sangre, se
debe de medir la zona de inhibicién del crecimiento, no la zona de inhibicién de la

hemolisis. Cuando se prueban discos de Trimetoprin/Sulfametoxazol pueden
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arrastrarse sustancias antagénicas que producen un crecimiento con aspecto a
niebla dentro de la zona de halo de inhibicion, en estos casos no se considera la

lectura un crecimiento del 20 % o menos del desarrollo total.

De acuerdo a las tablas de interpretacion establecidas por la NCCLS, los
organismos se informaran sensibles, intermedios o resistentes frente al antibiético

ensayado. ?¥

e Coeficiente de Fenol:

La prueba del coeficiente de fenol, nos permite determinar la efectividad
antimicrobiana de sustancias antisépticas o desinfectantes frente al fenol. Se calcula
dividiendo la dilucion mayor del desinfectante o antiséptico que destruye las
bacterias en un tiempo de 10 minutos de incubacion pero no después de 5 minutos
entre la dilucion mayor del fenol que tenga las mismas caracteristicas. Si el
desinfectante o antiséptico en prueba tiene un coeficiente mayor de 1 es més efectivo

que el fenol.

Previo a iniciar la prueba, se necesita un cultivo bacteriano caldo de tripticasa Soya
en fase exponencial (20 horas).

Para realizar el coeficiente de fenol se diluye fenol en solucion salina normal hasta
obtener soluciones de 1/80, 1/90, y 1 /100. Se diluye el antiséptico seleccionado a la
concentracion establecida por el fabricante, ademas de una concentracion menor y
una mayor. Para que el volumen final sea de 5 cc. por tubo. Se identifican 18 tubos
con caldo de tripticasa soya con el nombre y dilucion de desinfectante, el intervalo
de tiempo del subcultivo (ejemplo: 5 min. Fenol 1/80). Se ubicaran en orden y se
coloca un tubo para cada diferente dilucion, tanto de antiseptico como fenol, para
cada intervalo de tiempo. Se agregara 0.5 cc. del caldo de tripticasa soya con bacteria
cultivadas hasta la fase exponencial (20 horas) a cada tubo, se mezcla para obtener
suspensiones homogéneas y luego utilizando una técnica aséptica a un intervalo de
5,10 y 15 minutos se transfiere el contenido de una asa estandarizada (10u) de cada
uno de los tubos con desinfectantes/ antisépticos a los tubos que contienen TSB,

previamente identificados. Se incuban por 18-24 horas a 35°C.
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Posteriormente se observa la presencia o ausencia turbidez. Se procede a calcular el

coeficiente de fenol, dividiendo las concentraciones inhibitorias encontradas. ¢?
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14) Anexo 2

Glosario.

e Antisepticos: son biocidas o sustancias que destruyen o inhiben el crecimiento

de microorganismos y que son seguros para su aplicacién en tejido vivo ®.

---B---

e Biocida: es un término general para describir una sustancia quimica, usualmente
de amplio espectro, que inactiva los microorganismos .
Otros vocablos pueden ser més especificos, por ejemplo «-estatico», que se
refiere a agentes que inhiben el crecimiento (e.g., bacteriostatico, fungiestatico y
esporostatico) y «-cida», que hace referencia a agentes que matan al organismo
blanco (e.g., esporicida, virucida y bactericida) ). Antibiético: se define como
una sustancia organica, natural o sintética, que inhibe o destruye en forma

selectiva bacterias y otros organismos, generalmente a bajas concentraciones .

—-D---
e Descontaminacion: Es el proceso que remueve microorganismo patogénico de

objetos para poder utilizarlos con seguridad ©.

e Desinfectantes: son similares, pero por lo general son sustancias o biocidas que

se usan sobre objetos inanimados o en superficies .

e Desinfeccion: El proceso que elimina muchos o la mayoria de microorganismo o
patdgenos que se encuentran en objetos inanimados, exceptuando las esporas
bacterianas. Usualmente la desinfeccion es lograda mediante el uso de sustancias
quimicas o pasteurizacion hiimeda en objetos utilizados de importancia con
respecto a la salud. La eficacia de este proceso es afectada por distintos factores
los cuales cada uno puede anular o limitar la eficacia del proceso. Algunos de
estos factores que afectan tanto a la desinfeccion como a otros procesos es la
limpieza previa del objeto la carga organica e inorgénica presente; el tipo y nivel

de contaminacion microbiana; la concentracion o el tiempo de exposicion al
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germicida, la naturaleza del objeto y en algunas ocasiones las caracteristicas
intrinsecas de las sustancias quimicas utilizadas, como su humedad, su pH, etc.

Al hablar de desinfeccion es necesario mencionar la clasificacion de Earl
Spaulding: desarroll6 un sistema de clasificacion para la instrumentacion a
finales de los afios 60. El sistema de Spaulding es usado para determinar los
métodos apropiados para la preparacion de los instrumentos médicos entes de su
uso. La utilizacion del instrumento determina el nivel de desinfeccion que se

requiere ),

Hay tres niveles de desinfeccion:
0 Baja: elimina la mayoria de las bacterias y algunos virus y hongos pero
no la Mycobacterias o las esporas bacterianas.
o Intermedia: elimina la mayoria de las bacterias, virus y algunos hongos
pero no mata esporas .
0 Alta: elimina todos los microorganismos, excepto alto nimero de esporas
™
-—-E---
Esterilizacion: Es el proceso de completa eliminacion o destruccion de todas las
formas de vida microbianas, llevado acabo en instalaciones de salud por medio
de procesos fisicos y/o quimicos. Los principales agentes usados en instalaciones
de salud son el calor himedo a presion, calor seco, gas ETO, gas plasma de
peroxido de hidrogeno, y agentes quimicos liquidos. Un error muy comun,
incluso cometido por personas involucradas en el ambito de salud, es confundir
los términos, desinfeccion con esterilizacion o utilizar el término parcialmente
estéril, el cual es incorrecto, ya que como se menciona anteriormente este Gltimo

termino es absoluto .

p [
Limpieza: Simplemente es remover materia organica como inorganica de
objetos y superficies, normalmente se lleva acabo frotando y/o utilizando agua
con detergentes o productos enzimaticos. Este proceso es esencial, antes de
realizar tanto la desinfeccion o esterilizacion de objetos ya que el remanente de
materia organica como inorganica en estos objetos afecta enormemente la

efectividad de estos procesos .
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--M--

e Multiresistencia: Aunque no hay una definicion precisa de bacteria
multirresistente, se ha sugerido que el término debiera aplicarse a aquellos
microorganismos que son resistentes a dos 0 mas grupos de antimicrobianos
habitualmente empleados en el tratamiento de las infecciones por el

microorganismo considerado y que esta resistencia tenga relevancia clinica ™.

--R--

e Resistencia a antimicrobianos: Se entiende por resistencia, el mecanismo
mediante el cual la bacteria puede disminuir la accion de los agentes
antimicrobianos ©.

Desde el punto de vista clinico se considera que una bacteria es sensible a un
antibacteriano cuando la concentracion de este en el lugar de la infeccion es al
menos 4 veces superior a la concentracion inhibitoria minima (CIM). Una
concentracion por debajo de la CIM califica a la bacteria de resistente y los
valores intermedios como de moderadamente sensibles. Los conceptos de
sensibilidad y resistencia son absolutamente relativos y dependen tanto del valor
de la localizacion de la infeccion como de la dosis y vias de administracion del
antibi6tico .

--S--

e Sedimentacion pasiva: Consiste en dejar cajas de Petri con medio de cultivo

agar sangre de carnero, expuestas durante 20 minutos, y esperar la

sedimentacion de microorganismos ambientales.

Anexo 3

Servicio de Sala de operaciones Hospital Nacional San Rafael.

62



El servicio de sala de operaciones del hospital nacional san Rafael, cuenta con 5 salas de
operaciones, 3 utilizadas de planta y 2 de turno, asi como también, cuenta con estacion
de enfermeria, sala de recuperacion y 2 bodegas. Todas con dafios infraestructurales
causadas por los sismos sufridos en el pais. Cada una con una puerta de ingreso
comunicando al pasillo central, las cuales se encontraban situadas de una forma
inadecuada, ya que se encontraban frente a frente, promoviendo asi el flujo de

contaminantes de una sala a otra (Ver Esquemal).
Método de limpieza y desinfeccion del Hospital Nacional San Rafael.

Las salas de operaciones del HNSR se limpian y desinfectan habitualmente, de acuerdo
a: semanalmente, a el tipo de cirugia que se ha realizado y a el control microbiol6gico
quincenal. Generalmente la limpieza y desinfeccion se realiza periddicamente cada
sdbado, o posteriormente a que se realice un procedimiento quirrgico con un alto nivel
de contaminacion. Otra ocasion en donde se realiza una exhaustiva limpieza y
desinfeccion, es en el caso que resulte positivo un control microbioldgico a una bacteria

49 Habitualmente el desinfectante utilizado es la solucion de Ceticuat®.

patdgena
Debido a carencias econémicas en ciertas ocasiones, es necesario sustituir el Ceticuat™.
por lejia ( hipoclorito de sodio). El antiséptico de eleccion utilizado en sala de
operaciones, es solucién yodada, que en ciertas ocasiones, es sustituido por jabdn
yodado, acorde a los recursos presentes en esos momentos “%.

Con respecto al control microbioldgico, este se realiza por el método de friccion de
superficie, por el personal de enfermeria, y posteriormente es llevado al laboratorio del
hospital, para su procesamiento y andlisis. Se realizan pruebas de sensibilidad a
antibioticos de acuerdo a la técnica de kirby-bauer levemente modificada, debido a que
los antibioticos utilizados son los que en ese momento se encuentran disponibles para la
prueba. Los resultados son reportados a la jefa de enfermeria del servicio de sala de
operacion, y de acuerdo a los resultados obtenidos, se decide realizar una limpieza y
desinfeccion con mayor impetu. Revisando los resultados del periodo de investigacion,

se podria decir que la bacteria mas comun, es el Staphylococcus aureus “©.

[]

Esquena 1: servicio de sala de operaciones HNSR
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