Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2013;47(2):185-192

ARTICULO ORIGINAL

Evaluacion de la efectividad de un desinfectante
mediante el método de placas de contacto

Evaluation of the effectiveness of a disinfectant through
the contact plate method

MSc. Nancy Burguet Lago,' MSc. Lazaro C. Brito Godoy,'" Lic. Ivan Canovas
Borges'

' Laboratorios Liorad. La Habana, Cuba.
""Hospital Luisa C. de Gandulfo. Lomas de Zamora, Buenos Aires, Argentina.

RESUMEN

Objetivo: evaluar la efectividad del desinfectante LopHene ST mediante el método de
placas de contacto.

Métodos: se tomdé 1 mL de la suspensién de los microorganismos de referencia
(bacterias, levadura y un hongo filamentoso) y se esparcié sobre una superficie de
material analogo al material donde se aplica el desinfectante. En posiciones aleatorias
en réplicas de tres, se realizé el muestreo de superficie con placas de contacto que
contenian agar triptona soya y sabouraud dextrosa agar, mas neutralizante. Se
incubarona 32 £ 2°Cde 3ab5diasy 22 + 2 °C de 5 a 7 dias, segun tipo de
microorganismo a ensayar. Se contaron las unidades formadoras de colonias en las
placas (control positivo). Sobre una superficie de igual dimensién, se aplico el
desinfectante preparado (concentracion: 4 %) con 10 min de exposiciéon. Se procedié
de igual manera que con el control positivo, se tomé como criterio de aceptacion una
reduccién del nimero de microorganismos en al menos 3 logaritmos.

Resultados: los tres lotes evaluados mostraron que el desinfectante redujo la
concentracion de las bacterias en un rango de 4,60 a 7,20 logaritmos. Para la
levadura la reduccién fue de 4,70 a 5,40 logaritmos y para el hongo filamentoso
ensayado los valores estuvieron entre 4,10 y 5,50 logaritmos.

Conclusiones: el desinfectante LopHene ST es eficaz frente a las cepas de
microorganismos ensayadas en el tiempo evaluado y a la concentracién probada; con
esto se confirma su capacidad bactericida y fungicida bajo las condiciones estudiadas.
Ademas se demuestra que el método empleado resulta valido para el analisis de la
efectividad de los lotes de desinfectante evaluado, al mostrar la reduccién de las
colonias.

Palabras clave: desinfectantes, placas de contacto, microorganismos de referencias.
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ABSTRACT

Objective: to evaluate the effectiveness of disinfectant LopHene ST by contact plates
method.

Methods: one ml of the suspension of reference microorganisms (bacteria, yeast and
a filamentous fungus) was taken and spread over a surface made of a material similar
to that in which the disinfectant was applied. At random positions and in three
replications, the surface was sampled by the contact plates method containing
Tryptone Soy Agar and Sabouraud Dextrose Agar plus neutralizing substance.
Microorganisms were incubated at 32 = 2 ©C for 3 to 5 days and at 22 + 2 ©C for 5 to
7 days, depending on the type of microorganism to be tested. Colony-forming unit on
the plates (positive control) were counted, then the prepared disinfectant (4 %
concentration) was used over an equal sized area during 10 minutes. The procedure
was exactly the same as in the positive control; a reduction of the number of
microorganisms by at least 3 logarithms, was adopted as acceptance criteria.
Results: the disinfectant reduced the bacterial concentration in a range from 4.60 to
7.20 logarithms for the three tested batches. In the case of yeast, reduction was 4.70
to 5.40 logarithms and for the filamentous fungus, the reduction ranged from 4.10 to
5.50 logarithms.

Conclusions: LopHene ST disinfectant is effective for the tested microorganism
strains in the evaluated time lapse and at the tested concentration. This confirms the
bactericidal and fungicidal capacity of this product under the studied conditions. It
was also shown that the method is valid for the analysis of effectiveness of the
evaluated disinfectant batches since the colonies were reduced.

Key words: disinfectants, contact plates, reference microorganisms.

INTRODUCCION

A pesar de numerosos procedimientos y tecnologias de avanzada dirigidos a la
produccion de farmacos que aseguren la no presencia de particulas extrafias en ellos,
y aun cuando el empleo de tecnologias garantiza un ambiente de trabajo con niveles
de particulas muy bajos y los materiales que se emplean cuenten con una preparaciéon
6ptima, es detectada la aparicion de particulas.® Es por esta razén que la rotacion de
desinfectantes en areas de laboratorio con el objetivo de evitar generacion de
tolerancias en la microbiota contaminante es de amplio conocimiento y utilizacién. La
limpieza y desinfeccidon centra su atencion sobre aquellas superficies que contactan
directamente con el producto fabricado.??

La resistencia microbiana es considerada como la pérdida de sensibilidad de un
microorganismo a un antimicrobiano al que originalmente era susceptible. Este hecho
involucra necesariamente la aparicion de un cambio permanente en el material
genético del microorganismo que se transmite a sus descendientes, los que por este
motivo resultan también insensibles al antimicrobiano en cuestion.” La resistencia
microbiana constituye un problema en areas donde se realizan producciones de
parenterales, pues obliga al desarrollo y utilizacion de nuevos agentes desinfectantes,
siempre mas costosos y muchas veces mas téxicos que los empleados de modo
habitual en los programas de rotacién de desinfectantes.®®
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El propdsito fundamental de la rotaciéon es para evitar la seleccién de organismos
resistentes, debido a la capacidad de los microorganismos de adaptarse a los agentes
bactericidas o bacteriostaticos.”® Ademas, no todas las bacterias son susceptibles a
ser atacadas por los desinfectantes por sus caracteristicas morfolégicas.®*° Por tanto,
los desinfectantes constituyen un arma eficaz en la lucha y prevencién de la
contaminacion causada por microorganismos.** Son productos quimicos capaces de
inhibir o destruir microorganismos presentes sobre objetos inanimados y/o
superficies.? Su eficacia depende de los factores tales como tipo de desinfectante, pH
del medio, presencia de materia organica y naturaleza de los microorganismos.*® Las
areas limpias deben mantenerse de conformidad con normas apropiadas de limpieza.

Ademas, los requisitos para el procesamiento aséptico incluyen: pisos, paredes y
techo féaciles de limpiar, con superficies lisas y no porosas; control de temperatura,
humedad y particulas, y procedimientos de limpieza y desinfeccién que provean y
mantengan las condiciones asépticas.™

Existen numerosos agentes de limpieza y desinfectantes. En la tabla 1 se exponen los
MAas comunes con sus mecanismos de accién sobre los microorganismos, y sus

aplicaciones.

Tabla 1. Dasinfectantes mas comunes, mecanismos de accién y usosl?

Agente quimico

Etanol (50-70 %)
Isopropancl (50-70 %)

Formaldehido (8 %)

Tintura de yodo (2 %, IZ en

70 % alcohal)

Cloro (Clz) gas o derivados

como hipoclorito de sodio
{lavandina)

Mitrato de plata (AgNO3z)

Cloruro de mercurio o
timerosal

Detergentes {eg]. amonios
cuaternarios) Germekil,
TEGOD 51

Compuestos fendlicos
{ej. hexilresorcinol,
hexaclorofenal)

Oxido de etileno (gas)

Accidon
Altera y precipita las proteinas
del microorganismo

Desnaturaliza proteinas y
solubiliza lipidos

Reacciona con grupos-NHZ2,
-SH vy -COOH

Inactiva proteinas

Forma acido hipocloroso
{HCIO), un fuerte agente
oxidante

Precipita proteinas

Inactiva proteinas por reaccion
con los grupos sulfuro

Ruptura de membranas
celulares

Desnaturalizan proteinas vy
rompen las membranas
celulares

Agente alquilante

Usos
Antiséptico de aplicacidn
topica
Antiséptico de aplicacién
topica
Desinfectante, mata
endoesporas

Antiséptico usado en piel

Desinfeccién en general
y en particular para agua
potable

Antiséptico general y
usado en ojos de recién
nacidos

Desinfectante. En
ocasiones usado como
componente en
antisépticos para piel

Desinfectantes vy
antiséptico de piel

Antisépticos a bajas
concentraciones,
desinfectantes a altas
concentraciones
Desinfectante usado
para esterilizar objetos
sensibles al calor como
goma vy plasticos
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En el mercado se comercializa para la limpieza y desinfeccion de areas clases el
desinfectante LopHene ST, que contiene en su composicion compuestos de cloro
(desinfectante universal, mas antiguo y utilizado de los derivados clorados, eficaz
frente a todos los microorganismos; inhibe las reacciones enzimaticas y desnaturaliza
las proteinas),*® fendlicos, por lo que posee un amplio espectro de actividad frente a
las bacterias, virus, hongos y micobacterias; mientras que su actividad esporicida es
minima. Actla de forma especifica sobre la membrana celular e inactiva las enzimas
intracitoplasmaticas, lo que hace que formen complejos inestables.*® Los grupos
alcoholicos como parte de su mecanismo de accion destruyen la membrana celular y
desnaturalizan las proteinas, presentan actividad antimicrobiana y sirven de solvente
de otros productos, entre ellos muchos antisépticos y desinfectantes, lo que potencia
su actividad.>"*8

La gran problematica existente en la industria farmacéutica frente al control de la
contaminacién microbiana, y la seleccion mas apropiada de antisépticos y
desinfectantes conlleva a implementar métodos validos y eficientes para evaluar la
eficacia de estos compuestos.*® Es objetivo de este trabajo evaluar la efectividad del
desinfectante LopHene ST mediante el método de placas de contacto.

METODOS

La evaluacién de la efectividad de un desinfectante es de suma importancia para
establecer su rotacién.? Existen varios métodos para comprobar su eficacia, entre los
que se pueden mencionar el de diluciones seriadas, la filtracion por membrana y el
método de placas de contacto.'® Este ultimo se emple6 en este trabajo para evaluar la
efectividad de un desinfectante indicado para la limpieza y desinfecciéon de
laboratorios farmacéuticos.

Método de placa por contacto, RODAC

El control microbiolégico de superficie nos proporciona informacion sobre la cantidad
de microorganismos presentes sobre una superficie. Este método generalmente se
utiliza para determinar la calidad microbioldgica de superficies planas e
impermeables, se recomienda para obtener datos cuantitativos. Idealmente la placa
se debe utilizar sobre superficies que han sido previamente sometidas a limpieza y
desinfeccidn, ya que en lugares con un alto grado de contaminacién, resultarad un
crecimiento masivo en las placas que dificultara el recuento.*®

Laboratorios Decon, Inc. fue el proveedor del desinfectante. LopHene ST. Es un
concentrado multifendlico, que contiene como parte de su composicién compuestos de
cloro y grupos alcohdlicos. Controla un espectro ancho de organismos patdgenos,
presenta un pH bajo, tiene gran efecto sobre cualquier tipo de superficie sin dejar
interferencia de residuos en un tiempo de exposicion de 10 min.

En el presente trabajo se evalud la actividad microbicida a tres lotes de este
desinfectante. Para ello se utilizaron réplicas de las cepas Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida albicans ATCC 10231 y Aspergillus niger ATCC
16404, mantenidas en el banco de trabajo del laboratorio por congelaciéon a -70 °C en
leche descremada al 20 %.*
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Las suspensiones de microorganismos se obtuvieron a partir de un vial del stock de
las cepas, que se sembraron con hisopos estériles en forma de césped en placas que
contenian medio de cultivo triptona soya agar (TSA) para bacterias y Sabouraoud
Dextrosa Agar (SDA) para hongos y levaduras; se incubaron por un periodo de 18 a
24 h a temperatura de 30 °C a 35 °C el TSA y de 24 a 48 h a temperatura de 20 °C a
25 °C el SDA; transcurrido el periodo de incubacién se colect6 la biomasa con un
hisopo estéril y se transfirié a un tubo que contenia 3 mL de solucién salina
peptonada; se agitd en vortex para homogeneizar y se procedio a leer en el
espectrofotémetro a 620 nm hasta ajustar a un recuento inicial de 1 < 10® UFC/mL.

Desarrollo del método

Se tomd 1 mL de la suspension de los microorganismos y se esparcio sobre una
superficie de 25 cm x 25 cm de material analogo al material donde se aplica el
desinfectante. En posiciones aleatorias en réplicas de tres por cada medio se realiz6 el
muestreo de superficie con placas RODAC listas para su uso de la casa comercial
Liofilchem de Italia; estas placas contenian TSA y SDA, mas neutralizante. Se procedi6 a
su incubacion segun tiempo y temperatura indicada para cada medio (32 = 2 °C
y 22 + 2 °C respectivamente). Transcurrido el tiempo de incubacién, se contaron las
UFC en las placas. Se procedi6 a calcular la media y se multiplicé por el factor de
dilucién, considerandose como control positivo. Los resultados se expresaron en
UFC/mL.

Sobre una superficie de igual dimension se aplicé el desinfectante preparado segun
instrucciones del fabricante, concentracion del 4 %-10 min de exposicion. Se procedi6
de igual manera que para el control positivo.®

Criterios de aceptacion: actividad bactericida y/o fungicida si el producto tiene la
capacidad de reducir la concentracion de los microorganismos testados en al menos 3
logaritmos.

Se realizaron los calculos de: reduccion logaritmica empleando la formula.
Red Log= Log [No] - Log [N]
donde:

No: nimero de bacterias recuperadas sin exponer

N: nimero de bacterias recuperadas luego de la exposicion.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las tablas 2 y 3 se muestran los resultados de la evaluacion de la eficacia
microbicida de los lotes del desinfectante diluidos al 4 % y evaluados en superficies
tratadas por 10 min de contacto (concentracion y tiempo previsto de acuerdo con las
instrucciones del fabricante) frente a suspensiones de cepas de referencias.

Se evidencio que el método de placas de contacto empleado resulté valido para la
evaluacion de la efectividad de los lotes del desinfectante. Las placas RODAC
recuperaron las UFC al tiempo cero y a los 10 min de exposicién, lo que mostré la
reduccioén de las colonias crecidas. Un resultado similar a este se obtuvo al emplear
este método por parte de los autores para evaluar la efectividad de un desinfectante
indicado para la desinfeccion de superficies criticas.®
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Tabla 2. Eficacia microbicida de los lotes de desinfectante frente a suspensiones

Microorganismos

Lote 1

Staphyfococcus aureus
Bacillus subtilis
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginasa
Lote 2

Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginasa
Lote 2

Staphylococcus aureus
Bacillus subtilis
Escherichia coll
Pseudomonas aeruginasa

Tabla 3. Evaluacion

Microorganismos

Lote 1

Lote 2

Lote 3

de cepas de referencias bacterianas

Tiempo de contacto y concentracion testada
Concentracion 4 %

Reduccidn

10 min o
logaritmica

0 min

Microorganismos Microorganismos

recuperados recuperados Log [MNo] - log [M]
(UFC/mL) (UFC/mL)
3,9 x 108 5,0 x 103 4,82
9,3 x 108 6,0 x 101 7.19
1,6 x 108 2,9 x 103 5,10
1,8 x 108 4,1 x 103 4,64
4,1 % 108 3,9 x 103 5,02
2,8 x 108 2,0 x 103 5,15
1,8 x 108 1,5 x 103 5,08
2,3 x 108 1,4 x 103 5,22
2,3 % 108 1,3 x 103 5,24
1,8 x 108 1,0 x 102 5,25
3,5 x 108 1,4 x 103 5,329
2,0 x 108 1,5 x 102 6,12

de la actividad fungicida de tres lotes de desinfectante frente
a suspensiones de cepas de referencias

Tiempo de contacto v concentracidn testada
Concentracién 4 %

Reduccion

10 min P
logaritmica

0 min

Microorganismos Microorganismos

recuperados recuperados log[Mo]-log[MN]
{(UFC/mL) (UFC/mL)
Candida albicans 1,8 x 107 1,4 x 102 4,74
Aspergillus niger 2,0 x 107 1,5 x 109 4,12
Candida albicans 3,1 x 107 1,8 x 102 5,24
Aspergillus niger 2,6 x 107 1,4 % 102 5,27
Candida albicans 6,2 x 107 2,5 x 102 5,39
Asperqgillus niger 5,2 % 107 1,8 x 102 5,46
190

http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2013;47(2):185-192

El andlisis de los resultados que se presentan en la tabla 2 corroboran la capacidad de
los lotes a prueba de reducir la concentracién de las cepas bacterianas al mostrar en
todos los casos valores de reduccion por encima de 3,0 logaritmo (criterio de
aceptacion establecido), por lo que se puede plantear que el desinfectante muestra
actividad bactericida.*>*°

En la tabla 3 se evidencia que el desinfectante posee también actividad fungicida, al
lograr una reduccion logaritmica frente a suspensiones de Candida albicans y
Aspergillus niger.*’

Los resultados muestran que el desinfectante objeto de estudio es eficaz frente a las
cepas de microorganismos ensayadas. Esto se debe a que en su composicion presenta
compuestos de cloro, el cual tiene como mecanismo de accién inhibir enzimas
esenciales, al oxidar los grupos tiol (S-H).*® También puede producir cambios en la
permeabilidad de la membrana celular. Un resultado similar a este fue informado por
Echeverri en el 2007 al evaluar la cinética de desinfeccidon para cinco desinfectantes
utilizados en la industria farmacéutica, en el que se logré evidenciar que los
microorganismos probados eran susceptibles a la accién del cloro.®

Es necesario evaluar a los desinfectantes de forma periédica y frente a diferentes
tipos de retos (carga microbiana presente en el area), para detectar a tiempo la
presencia de nuevos agentes microbianos mutantes y/o comprobar frente a ellos su
eficacia a fin de valorar la necesidad de realizar o no su rotacion. Mientras un
desinfectante se desempefia de manera eficaz, no procede su rotacién.>>

El desinfectante LopHene ST es eficaz frente a las cepas de microorganismos
ensayadas en el tiempo evaluado (10 min de contacto) y a la concentracién probada
(4 % diluido); con esto se demuestra su capacidad bactericida y fungicida en las
condiciones estudiadas.

Se demostré que el método de placas de contacto empleado resulté valido para la
evaluacion de la efectividad de los lotes del desinfectante, al mostrar la reduccion de
las colonias.
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