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Resumen

ANTECEDENTES. En el ambito hospitalario, el empleo adecuado de antisépticos y desinfectantes es critico para
evitar las infecciones. Los antisépticos mas utilizados actualmente son la clorhexidina, el iodo y el etanol. En el
presente trabajo se compararon la actividad germicida y la accién residual /n vitro de estos desinfectantes con las
de tres compuestos que contienen alcohol y concentrados obtenidos de semillas de citricos (CC).

MATERIAL Y METODO. Se probaron dos cepas de coleccion y cuatro cepas de origen clinico obtenidas de hemocul-
tivos de pacientes hospitalizados. La actividad germicida se determiné siguiendo los lineamientos de la NMX-BB-
040-SCFI-1999; para la accion residual se empled una modificacién del método ASTM E-2276.

RESULTADOS. La actividad germicida de los CC fue igual a la de la clorhexidina y el etanol, tomando como base el
porcentaje de reduccion que marca la NOM. De los tres CC, uno mostré una accioén residual muy parecida a la de
clorhexidina.

CONCLUSIONES. Los tres CC probados mostraron una buena actividad germicida, cubriendo los requerimientos de
la normatividad nacional. Con uno de ellos se obtuvo la misma accién residual de la clorhexidina frente a cepas
probadas, lo que sugiere su potencial uso clinico en la higiene de manos.

Palabras clave: actividad germicida, clorhexidina, etanol, concentrados de citricos.

Abstract

INTRODUCTION. In the hospital setting, the appropriate use of antiseptics and disinfectants is critical to prevent no-
socomial infections. The most commonly used antiseptics are currently chlorhexidine and ethanol. In this work the
anti microbial efficacy and residual action /n vitro of these compounds were compared with the three compounds
that contain alcohol and concentrates obtained from citrus seeds (CS).

MATERIAL AND METHOD. Two collection strains and four clinical isolates, obtained from blood cultures of patients
hospitalized were tried. The germicide activity was tested according the Mexican norm NMX-BB-040-SCFI-1999, and
a modification of the ASTM E-2276 method was used for residual action.

RESULTS. The germicide activity of the CS was equal to that of chlorhexidine and ethanol. Of the three CS, one
showed a residual action very similar to chlorhexidine.

coNcLUsIoNs. The three tested CS showed a good germicide activity, and with one of them was obtained the same
residual action of chlorhexidine.
Keywords: Germicide activity, chlorhexidine, ethanol, concentrated citrus.
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Introduccion

Desde hace muchos afios se reconocié la importancia
de evitar el contacto del paciente con microorganismos
patdgenos presentes en diversas superficies. Hacia media-
dos del siglo XIX, Ignaz Semmelweis, en Austria, y Oliver
Wendell Holmes, en Estados Unidos, establecieron que las
enfermedades adquiridas en los hospitales se transmitian
a través de las manos de los trabajadores de la salud.
Semmelweis indicé que las manos de los médicos debian
frotarse con una solucién clorada para evitar que las “par-
ticulas cadavéricas” se trasmitieran de la sala de autopsias
al area de partos, causando fiebre puerperal.’

La desinfeccién describe un proceso que elimina,
sobre objetos inanimados, todos (o la mayoria de) los
microorganismos patdégenos sin afectar las esporas bac-
terianas. Un aspecto de gran relevancia para determinar
la conveniencia de utilizar un desinfectante es conocer su
actividad germicida. Hay una gran cantidad de métodos
para evaluar este parametro: una alternativa es la de probar
el efecto /in vitro, metodologia indicada en la normatividad
nacional actual;? en otros casos, se indican pruebas realiza-
das directamente en la piel humana.’

La palabra antiséptico designa a un germicida que
se aplica sobre la piel y otros tejidos vivos, a diferencia de
los desinfectantes, que son sustancias que se utilizan so-
bre objetos inanimados debido a que pueden danar la piel
y otros tejidos. El empleo de antisépticos es un proceso
muy frecuente en todas las organizaciones al cuidado de la
salud y su empleo correcto, junto con la limpieza adecuada,
son los elementos clave para evitar las infecciones en los
nosocomios. Entre los agentes quimicos utilizados en afios
recientes como desinfectantes estan: alcohol, cloroy com-
puestos clorados, formaldehido, glutaraldehido, peréxido
de hidrégeno, yodoéforos, ortoftaldehido, acido paracético,
compuestos fendlicos, compuestos cuaternarios de amo-
nio,® asi como la clorhexidina.* Algunos de ellos tienen
serias limitaciones, como es el caso del cloruro de benzal-
conio, en cuyo seno se ha documentado la presencia de
patégenos, principalmente de bacterias Gram negativas.
Los que han demostrado tener mayor efectividad en el
ambiente hospitalario como desinfectantes son el alcohol,
los yodoforos y el glutaraldehido. El etanol a 70% es el an-
tiséptico que mas se ha utilizado desde hace muchos afios
debido a sus ventajas: actla rapidamente, su espectro de
accion incluye bacterias, virus y protozoarios, y su costo
es bajo.

La clorhexidina se comenzé a utilizar en Inglaterra
alrededor de 1950. Si bien su espectro antimicrobiano no
es superior al de otros desinfectantes y no tiene una ac-
cion inmediata, su principal ventaja es que presenta accion
persistente, comiUnmente denominada efecto residual.
Esto significa que cuando se encuentra sobre la piel puede
inhibir el crecimiento de microorganismos durante varias
horas.® Su uso ha sido recomendado por los Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) de Estados Unidos.?

El efecto residual, una propiedad muy importante
de los desinfectantes, consiste en mantener su accién an-
timicrobiana a lo largo de varias horas. El alcohol no tiene
esta propiedad, pero se presenta en la clorhexidina durante
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varias horas, en tanto que el yodo la posee en mediana
proporcion.! Este efecto es particularmente importante en
los desinfectantes, pues su presencia en la piel le confiere
la capacidad de impedir el desarrollo de las bacterias en
contacto con la misma.

Alo largo de las Ultimas dos décadas, en el campo
de la desinfeccion de alimentos se han empleado diferen-
tes compuestos con buena actividad antimicrobiana que
contienen concentrados de semillas de citricos adiciona-
dos de etanol. El presente estudio reporta los resultados
de la actividad germicida y del efecto residual de tres
preparaciones de esta clase contra cepas de coleccion y
cepas aisladas de infecciones de pacientes del Hospital
Infantil de México Federico Gémez.

Material y método

I. Actividad germicida

Se sigui6 la metodologia descrita en la Norma NMX-BB-
040-SCFI-1999 ? para conocer la actividad germicida de los
siguientes productos:

a. Etanol a 70%, marca Alcohol de Grano

b.Gel con etanol e isopropanol a 70%, fabricado
por Clinige, S.A. de C.V para el Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran
(INCMNSZ)

c. Tres desinfectantes de citricos (Marcas CitriPower
1000, Citrus 21, y Naturee)

d. Clorhexidina marca Becton, Dickinson and Com-
pany (BD)

Las cepas probadas fueron Escherichia coli ATCC 11229 y
Staphylococcus aureus ATCC 6538 (indicadas por la norma
referida), y las siguientes cepas aisladas de hemocultivos
de pacientes del Hospital Infantil de México Federico Gé-
mez (HIMFQG): Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumo-
niae, Pseudomonas aeruginosa (todos resistentes a drogas
multiples), y Acinetobacter baumannii. Es decir, dos cepas
de estafilococos, dos de enterobacterias, y dos de bacilos
Gram negativos no fermentadores.

La actividad germicida descrita en esta norma se desarrolla
de la siguiente manera:

a.Ajustar la suspension bacteriana de la cepa a una
concentracion entre 75 y 125 x 108 unidades forma-
doras de colonia / mL (UFC /mL). Realizar cuenta
viable por el método de vaciado en placa.

b.Para cada microorganismo, adicionar a 1 ml de la
suspension, ajustada a 99 ml del producto, a la con-
centracién indicada por el fabricante.

c. Después de exactamente 30 segundos de contac-
to, transferir T ml a un tubo con 9 mL de solucién
neutralizante. Hacer las diluciones necesarias para
obtener, por el método de vaciado en placa, lecturas
de 25 a 250 colonias.
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d. Incubar a 36°C durante 24 horas.

e.Para la cuenta viable, considerar Unicamente las
placas en las que aparezcan de 25y 250 colonias.

f.Tomando en cuenta la dilucién, calcular la cuenta
viable inicial y la cuenta viable de cada dilucion

probada.
g. Calcular el porcentaje de reduccién con la siguiente
féormula:
Sx 100
% de reduccion = 100
Ccv

Donde S son las células sobrevivientes (UFC/mL) y CV es
la cuenta viable. Es decir, el nUmero de UFC calculado en
el inciso a.

Ademas del porcentaje de reduccién, se determind
la disminucion en la cuenta viable expresada en logaritmos;
se consideraron los mismos valores de las concentraciones
iniciales vy finales, restando el logaritmo de las bacterias
sobrevivientes al logaritmo de la cuenta viable inicial en la
prueba de actividad germicida descrita.

Il. Efecto residual

Los desinfectantes probados fueron: los tres de citricos
antes referidos, clorhexidina BD vy, en lugar de alcohol, que
no tiene accioén residual, se incluyé la yodopovidona.

El efecto residual de los germicidas se evalud
con una modificacién del método de la huella digital para
bacterias' ASTM E-2276 (Fingerpad method for bacteria),
realizandose de la siguiente manera:

1.Impregnar la yema del dedo con el desinfectante a
probar. Se utilizé un dedo diferente para cada des-
infectante.

2.Para cada cepa a probar, partiendo de un cultivo
de 24 horas, se ajusté la suspension bacteriana a
la absorbancia 0.210, usando un filtro rojo con el
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espectrofotémetro Coleman Jr Il (equivale aproxi-
madamente a ajustar a la turbidez del estandar 0.5
de Mc Farland vy, posteriormente, hacer una dilucién
1:2).

3.Sembrar masivamente cada cepa, utilizando un
hisopo, sobre una placa que contenga 10 mL del
medio agar cuenta estandar.

4. Presionar ligeramente la yema del dedo impregnada
con el desinfectante sobre la superficie del agar.

5. Incubar las placas durante 24 horas a 36°C.

6. Examinar si se presenté halo de inhibicién en la zo-
na de contacto del medio con la yema de los dedos.

7.Después de tres y de cinco horas de la aplicacién
de los desinfectantes en la yema de los dedos, re-
petir los pasos descritos en los incisos 2 a 7.

Resultados

De acuerdo con la norma citada, el desinfectante debe
provocar una reduccion de al menos 99.999% de unida-
des formadoras de colonia de la suspension bacteriana.
En el cuadro 1 se presentan las reducciones porcentuales
obtenidas. Todos los desinfectantes probados provocaron
100% de reduccién bajo las condiciones especificadas.

Los resultados de la reduccién de la concentracion
bacteriana, expresada en logaritmos, aparecen en el cua-
dro 2. Los valores iniciales dependieron de la concentra-
cion inicial de las cepas: para E. coli ATCC 11229, S. aureus
ATCC 6538, P aeruginosa HIMFG, y A. baumannii HIMFG,
todos los desinfectantes tuvieron el mismo efecto; el alco-
hol gel del INCMNSZ y Citrus 21 tuvieron un efecto ligera-
mente inferior frente a K. pneumoniae y S. aureus HIMFG,
respectivamente. Con el etanol liquido, el CitriPower 1000,
el Naturee, y la clorhexidina se obtuvieron los mismos re-
sultados.

Cuadro 1

Actividad germicida de diversos desinfectantes expresada como porcentaje de reduccion
de acuerdo con la Norma NMX-BB-040-SCFI-1999.

‘s E. coli | Staphylococcus | Staphylococcus| Klebsiella Pseudomonas | Acinetobacter
Germicida/ ) . -
cepa ATCC aureus ATCC aureus pneumoniae aeruginosa baumanii
11229 6538 (HIMFG) (HIMFG) (HIMFG) (HIMFG)
Etanol 70% 100 100 100 100 100 100
Alcohol gel 100 100 100 100 100 100
INCMNSZ
Citrus 21 100 100 100 100 100 100
CitriPower 100 100 100 100 100 100
1000
Naturee 100 100 100 100 100 100
Clorhexidina 100 100 100 100 100 100
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Cuadro 2
Actividad germicida de diversos desinfectantes expresada como reduccién en el logaritmo del inéculo inicial.
L E. coli | Staphylococcus |Staphylococcus | Klebsiella Pseudomonas | Acinetobacter
Germicida/ . , -
cepa ATCC aureus ATCC aureus pneumoniae aeruginosa baumanii
11229 6538 (HIMFG) (HIMFG) (HIMFG) (HIMFG)
Etanol 70% 9.17 9.49 9.03 8.54 8.58 9.54
Alcohol gel 9.17 9.49 9.03 7.54 8.58 9.54
INCMNSZ
Citrus 21 9.17 8.49 7.55 8.54 8.58 9.54
CitriPower 9.17 9.49 9.03 8.54 8.58 9.54
1000
Naturee 9.17 9.49 9.03 8.54 8.58 9.54
Clorhexidina 9.17 9.49 9.03 8.54 8.58 9.54

En el cuadro 3 se anotan los resultados del efecto residual.
Bajo las condiciones probadas, los estafilococos mostra-
ron la mayor susceptibilidad de los tres grupos bacterianos
estudiados. La clorhexidina, CitriPower 1000 y Naturee in-
hibieron totalmente el crecimiento al final del periodo. Este
resultado aparece en el cuadro como inhibicién total (l.t.).
Con el Citrus 21 y la yodopovidona se observé un ligero
crecimiento después de 5 horas del inicio de la prueba.
Cuando dentro del halo de inhibicién producido por la im-
presion de la yema del dedo sobre el medio de cultivo se
encontré una cantidad moderada de colonias —entre 1 y

100- esta menor inhibiciéon se representdé como [(3+). Si
la cantidad de colonias en el area mencionada era mayor
de 100, se anot6 |(2+). Es decir, la menor inhibicién del
desinfectante dio lugar a una cantidad mayor de colonias
observadas. Las enterobacterias fueron totalmente inhibi-
das por todos los antisépticos al inicio de la prueba; al final
de la misma, Klebsiella mostré una menor susceptibilidad.
La actividad de clorhexidina, CitriPower y Naturee fueron
muy similares, ligeramente superior a la yodopovidona y
Citrus 21.

Efecto residual de diversos desinfectantesig?)?eroczpas de coleccion y aislamientos clinicos.
S. aureus S. aureus E. coli Klensiella | Pseudomona| Acinetobacter
ATCC HIMFG ATCC pneumoniae | aeuroginosa baumanii
6538 11229 HIMFG HIMFG (HIMFG)
Horas Horas Horas Horas Horas Horas
0 3 5 0 3 5 0 3 5 0 3 5 0 3 5 0 3 5
Clorhexixina (P S 5 O O R o O o O o I O A o B O I R (SRR R (V] IR & Lt |1(3+)
CitriPower 1000 Lt. | Lt | Lt | Lt [ Lt | Lto p Lt | Lt | Lt Lt | Lt | Lt | Lt I8+ |I(2+)] 1.t .t. .t.
Naturee Lt | Lt Lt ) Lt Lt e ot Lt e e | e L JIBH)ISH) [24)) Lt | Inh.(3+)[1(2+)
Citrus 21 Lt | Lt | Lt ) Lt | Lt | Lt ot | Lt (84 1t | Lt |[I(8+)}1(3+)|Crec. |Crec.|(3+)|Inh.(3+) |Crec.
lodopovidona Lt Lt | Lt ) Lt | Lt | Lt f Lt | Lt ((3+)) It [L.t. [(3+)}(3+)|Crec.|Crec.] It. |Inh.(3+)|Crec.

I.t.: inhibicion total

I(3+): presencia de 1 a 100 colonias
1(2+): Presencia de mas de 100 colonias
Crec.: No se presentd inhibiciéon
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El grupo més resistente fue el de los bacilos no fermenta-
dores. En la prueba inicial, Acinetobacter fue inhibida a lo
largo de todo el periodo por CitriPower 1000; la inhibicién
total se presentd con clorhexidina hasta las 3 horas, y con
Naturee y yodopovidona Unicamente en la prueba inicial.
Citrus 21 provocé una ligera inhibicién Unicamente en la
prueba inicial. La menor susceptibilidad se presenté con la
cepa de Pseudomonas, pues fue inhibida inicialmente de
manera total por clorhexidina y CitriPower 1000; los otros
tres antisépticos lo hicieron parcialmente. Al final, no se
presentd efecto inhibitorio con Citrus 21 y yodopovidona.
La inhibicion fue débil con los otros tres antisépticos.

Discusion

La desinfeccién de instrumentos y superficies, asi como
la higiene de manos, son factores criticos para evitar las
infecciones hospitalarias. El lavado de manos con jabdn
y agua se ha considerado, por siglos, una medida conve-
niente de higiene personal, enraizada en habitos religiosos
y culturales. Sin embargo, la asociacién entre el lavado
de manos vy la diseminacién de la enfermedad se postuld
hace siglo y medio. Pasteur y Lister establecieron sus fun-
damentos cientificos algunas décadas mas tarde.! Si bien
es relevante en toda la practica hospitalaria, es de particu-
lar importancia para evitar las infecciones nosocomiales.
En las dos Ultimas décadas se ha puesto de manifiesto
la influencia del lavado de manos en las tasas de estas
infecciones en todo el mundo. En los paises menos desa-
rrollados, en los que la falta de recursos econémicos im-
pide contar con todos los elementos necesarios (lavabos,
toallas desechables, jabdn o detergente, y desinfectante),
tales carencias y la falta de cultura del personal de salud
provocan elevadas tasas de esta clase de infecciones.
Desgraciadamente, esta situacién es comin en muchos
hospitales mexicanos.

En la prueba de actividad antimicrobiana especifi-
cada por la NMX-BB-040 se parte de una suspensién con
una alta concentracion bacteriana. Después de poner a
los microorganismos en contacto con el desinfectante, se
determina la cantidad de microorganismos sobrevivientes.
Todo el proceso se desarrolla in vitro vy, si bien es posible
controlar perfectamente todas las variables, asegurando su
reproducibilidad, las condiciones de prueba son muy dife-
rentes de las que pueden presentarse durante la aplicacion
clinica del desinfectante.

En las instituciones de salud, los materiales termo-
sensibles se tratan con un tipo especial de desinfectantes
conocidos como esterilizantes quimicos, ya que tienen la
capacidad de matar incluso las esporas bacterianas con
tiempos de exposicion de 3 a 12 hrs. Cuando el tiempo
de exposicién es menor (20 minutos), este tipo de com-
puestos mata a practicamente todos los microorganismos,
excepto las esporas bacterianas. Por ello, se les conoce
como desinfectantes de alto nivel. Los desinfectantes de
bajo nivel pueden matar a la mayoria de bacterias vege-
tativas, algunos hongos y algunos virus en un periodo de
10 minutos. Ademas de las sustancias quimicas menciona-
das, existen otras fuentes potenciales de compuestos con
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actividad antimicrobiana. Durante muchos siglos, diversos
vegetales, como la malva, han sido el origen de sustancias
usadas para el tratamiento de infecciones.® Con el uso de
los antibidticos, desde mediados del siglo XX, los deriva-
dos de plantas practicamente se han dejado de utilizar
como antimicrobianos, excepto en la medicina tradicional.
Las plantas sintetizan diversos compuestos en respuesta a
infecciones causadas por microorganismos. Entre dichos
compuestos se encuentran las flavonas, los flavonoides
y flavonoles, con demostrada actividad antimicrobiana /in
vitro originada en su capacidad para formar complejos con
la pared celular y diversas proteinas extracelulares. Los
flavonoides, de naturaleza lipofilica, tienen la capacidad de
romper la membrana bacteriana y también poseen efecto
inhibitorio sobre diversos virus.® En algunos casos se han
descrito los compuestos involucrados. Por ejemplo, la
cascara de bergamota: contiene un aceite, subproducto
del procesamiento de este citrico parecido a una pera,
que es una fuente de diversos antimicrobianos. Al estudiar
sus componentes, se ha visto su acciéon contra bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas.” También existen repor-
tes de la actividad antimicrobiana de compuestos purifica-
dos, como los flavonoides.®® Muchas sustancias naturales,
incluidos los compuestos fendlicos y terpenoides, se han
usado debido a sus propiedades antimicrobianas contra
patégenos transmitidos por alimentos, y se ha propuesto
su uso para preservar diversos tipos de ellos.’®" Hay nu-
merosos reportes de la actividad antimicrobiana de extrac-
tos crudos de plantas,’? asi como del extracto acuoso de la
corteza del Rizophora mangle "

En muchos paises también se han evaluado los acei-
tes aromaticos (llamados volatiles). Son liquidos aceitosos
obtenidos a partir de flores, hojas, semillas, raices y otros
componentes de plantas, como el limén, la naranja y la
canela. Una caracteristica importante de estos compuestos
es su hidrofobicidad, que les permite insertarse entre los
lipidos de la membrana citoplasmica bacteriana. La altera-
cion de su permeabilidad provoca la salida de moléculas
muy importantes y de iones, provocando la muerte del mi-
croorganismo. Los aceites esenciales, obtenidos de hierbas
aromaticas, poseen terpenos y terpenoides con efectos
antibacterianos contra Staphylococcus aureus, Staphylococ-
cus epidermidis, y algunas especies de Gram-negativos.'

Los desinfectantes botanicos probados en el
presente estudio contienen concentrados de citricos de
diferentes origenes: mexicano (CitriPower 1000), esta-
dounidense (Citrus 21), y japonés (Naturee). En la prueba
de actividad germicida se obtuvieron resultados muy si-
milares, comparados con el etanol liquido a 70%, las dos
preparaciones de alcohol gel y la clorhexidina, tanto frente
a las cepas de coleccién como a aislamientos clinicos de
gran importancia epidemiolégica. Hasta donde sabemos,
este es el primer reporte sobre la actividad germicida de
concentrados de citricos frente a los antisépticos amplia-
mente utilizados, en relacién con las cepas mencionadas.

Existe una gran cantidad de reportes en los cuales
se avala la efectividad de la clorhexidina. Los Centers for
Disease Control de Estados Unidos sugieren su empleo en
diversas circunstancias relacionadas con la desinfecciéon
de la piel y de los dispositivos intravasculares.® Las razones
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principales son su espectro antimicrobiano y el efecto resi-
dual que presenta. Por ello, su empleo se ha vuelto comun
en las instituciones que tienen los recursos financieros
para adquirirlo en las cantidades necesarias para su consu-
mo en todas las &reas requeridas. Esto es especialmente
importante en las 4reas de medicina critica, en las cuales
la higiene de las manos del personal que tiene contacto
directo con los pacientes es un elemento primordial para
prevenir las infecciones hospitalarias. El efecto residual se
convierte en un factor critico para mantenerlas libres de
bacterias patégenas o potencialmente patdgenas, a pesar
de la presencia de flora bacteriana en gran cantidad de si-
tios que rodean al paciente (equipo e instrumental médico
y de enfermeria, cama, ropa del paciente, etcétera).

Las variaciones metodoldgicas especificadas en
la normatividad europea y norteamericana contemplan la
realizacién de las pruebas en donde existe contacto del
desinfectante con la piel humana, o bien se mide el efecto
del desinfectante sobre la piel que previamente se ha im-
pregnado con una cantidad definida de microorganismos.’
La metodologia empleada en el presente reporte consistio
en la evaluacién in vitro del desinfectante, poniéndolo en
contacto con cantidades elevadas de microorganismos,
muy por encima de las que se encuentran en la piel hu-
mana en condiciones normales. En estas condiciones,
CitriPower 1000 y Naturee mostraron la misma actividad
germicida que los desinfectantes ampliamente usados
desde hace muchos afos, el etanol y clorhexidina; en tanto
que el Citrus 21 tuvo una actividad germicida ligeramente
menos marcada. Una caracteristica importante fue que es-
ta accién no sélo se manifestd con las cepas de coleccion
que indica la Norma Oficial Mexicana, sino también con
cepas de origen clinico, aislados de pacientes hospitaliza-
dos y con potencial de causar brotes de infecciones en los
NOSOCOMIOS.

Aunque con algunas pequenas diferencias, encon-
tramos accién residual en los tres productos a base de citri-
cos, sobre todo en CitriPower 1000. La utilizacién potencial
de estos productos en el ambito hospitalario dependeria,
inicialmente, de su espectro antimicrobiano, basado en
estudios que incluyan una mayor cantidad de especies
bacterianas, asi como virus patégenos. Si los resultados
son buenos, su eventual aplicacién como antisépticos —por
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