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RESUMEN

Las mejoras tecnoldgicas en los sistemas Opticos operatorios y de
diagndstico, asi como en el instrumental quirdrgico, requieren de
utilizar materiales como plasticos y fibra dptica en su fabricacion.
Muchos de estos materiales no resisten la esterilizacion por vapor
apresion, porloqueserequiere de métodos alternativos que sean
rapidos, de bajo costo y altamente efectivos, caracteristicas que
se han logrado con los métodos de esterilizacién por inmersidn
en sustancias quimicas. En este trabajo se pretende evaluar y
comparar la actividad esterilizante in vitro del Glutaraldehido
al 2% (GA 2%), del Agua Electrolizada Superoxidada (AES) y de la
Solucion Esterilizante Electrolizada por Selectividad Idnica (SESI),
a través de la eliminacion de microorganismos del instrumental
quirurgico contaminado con gérmenes patégenos no atenuados
obtenidos de ambientes hospitalarios. Se prepararon soluciones
contaminantes con E. coli, P. aeruginosa, S. aureus resistente a
meticilina y C. albicans en concentraciones de 1 x 108 UFC por cc
en solucidn salina estéril, en las que se introdujo el instrumental
quirdrgico durante 15 minutos y posteriormente fue expuesto
a cada una de las soluciones esterilizantes por tres diferentes
tiempos 7.5, 10 y 15 minutos. Después de 15 minutos de
inmersion, todos los cultivos realizados al instrumental tratado
con GA al 2% y sesi resultaron negativos a diferencia de 4 cultivos
positivos en el instrumental tratado con AES (p < 0.05). Por lo
anterior podemos decir que los instrumentos tratados con GA al
2% y SESI cumplen con los requisitos de esterilidad.
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ABSTRACT

The technological improvements in the operational and
diagnostic optic systems, as well as the surgical instruments,
are in need of the use of materials such as plastic and optic
fiber in their manufacture. A lot of these materials do not resist
pressure steam sterilization, therefore it is needed alternative
methods that are to be fast, at a low cost and highly effective,
characteristics that have been met with the chemical substances
immersion sterilization method. It is intended in the current
paper to assess and compare the in vitro sterilizing activity
of 2% glutaraldehyde (GA 2%), superoxydated electrolized
water (AES) and sterilizing electrolized solution by ionic
selectivity (Sesl), through the elimination of microorganisms
of the surgical instruments contaminated by non-attenuated
pathogens obtained in hospital environment. It was prepared
contaminating solutions with E.coli, P. aeruginosa, Metilicin-
resistant S. aureus and C. albicans in concentrations of 1 x 10®
CFU per cc in sterile saline, into which the surgical instrument
was submerged for 15 minutes and afterwards it was exposed
to each of the sterilizing solutions at three different times 7.5,
10 and 15 minutes. After the 15 minutes of immersion, all the
cultures made to the instruments submitted to SEESI and 2% GA
turned out negative differing from the 4 positive cultures of the
instruments submitted to AES p< 0.05. Due to the latest it can
be said that the instruments treated with Sesi and 2% GA met
the sterilization requirements.
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INTRODUCCION

Esterilizacion es el proceso en el que se remueven o destruyen
todos los microorganismos vivos, incluyendo esporas de
hongos, bacterias y estructuras virales.! Por otro lado, la
desinfeccion consiste en eliminar o matar a la mayoria de los
microorganismos potencialmente patdgenos de un articulo o
superficie contaminada.? Este objetivo se puede alcanzar con
métodos fisicos, quimicos o fisicoquimicos encaminados a
desnaturalizar proteinas y dcidos nucleicos.

El método mas comun y accesible, utilizado en la
mayoria de los hospitales, para la esterilizacidn es el vapor de
agua a presion; sin embargo, el uso de materiales no resistentes
al calor es cada vez mas frecuente en la practica médica. Esto
ha obligado a los hospitales a adoptar otras alternativas de
esterilizacidon en frio, tales como el Oxido de Etileno, Irradiacion
Gamma y Gas Plasma de Perdxido de Hidrégeno, que son
procesos dificiles y costosos, por lo tanto poco accesibles a la
mayoria de los hospitales.> Ademas, estos procesos requieren
de mucho tiempo en su proceso, personal altamente capacitado
y normas muy estrictas, tanto en la instalacion del equipo como
en el manejo de los productos de desecho de cada proceso.*

Otra alternativa en los procesos de esterilizacion y
desinfeccion es la inmersidn en sustancias quimicas, como el
cloro, alcoholes, iodéforos, aldehidos y acido peracético, que
actlan por contacto y acortan el tiempo de esterilizacion.>*
Este método de descontaminacion y esterilizacion ha cobrado
importancia sobre todo en el procesamiento de los equipos de
endoscopia, a los que de alguna manera se les atribuye parte del
incremento de algunas infecciones cruzadas y contaminaciones
iatrogénicas.!

La fibra dptica, es un componente fundamental de los
equipos de endoscopia, con su uso se ha mejorado la visibilidad
diagnodstica y operatoria. Sin embargo, se requiere de una
mejoria en los protocolos de descontaminacién y esterilizacion,
ya que el calor a presion opacifica y disminuye la transmision de
la luz en dichos equipos.>®

Un gran problema con los endoscopios flexibles y
con casi todos los rigidos es que, por sus costos actuales de
fabricacién, es imposible hacerlos desechables. Ademds, para
lograr la esterilizacién completa de estos equipos se requiere

de técnicas complejas y costosas tales como bajas temperaturas
con oxido de etileno, formaldehido gaseoso o gas plasma; asi
mismo, cada uno de estos métodos de esterilizacidon requiere de
24 horas aproximadamente, lo que los hace inoperantes. En la
mayoria de los hospitales se cuenta con un nimero limitado de
equipos, lo que no permite una esterilizacion utilizando este tipo
de procedimientos. Por esta razén el proceso de esterilizacidon
y descontaminacion del equipo y accesorios de endoscopia y
cirugia de invasién minima se realiza utilizando la técnica de
inmersion, la mayor parte de las veces dentro de la sala de
operaciones o en algun local anexo a ella.***

Aungue el glutaraldehido es un producto efectivo y
utilizado durante muchos afios en la desinfeccién de materiales
e instrumentos criticos y semicriticos, lo cierto es que es
un quimico con propiedades irritantes y alergénicas. Su uso
requiere de un area con caracteristicas especiales de ventilacion
y el personal que lo maneja, de equipo de proteccion para evitar
el contacto con superficies corporales.

Desde finales de la década de los ochenta y después
de muchos estudios, el glutaraldehido al 2% fue recomendado
como un antibacterianoy antiviral, de primera linea, por el grupo
de investigaciones en enfermedades trasmisibles por vectores
médicos, para la desinfeccidn y esterilizacion de los endoscopios
flexibles de fibra dptica. Inicialmente, se recomendd lainmersidn
en esta sustancia durante 4 minutos para inactivar bacterias
vegetantes y virus incluyendo VIH y el virus de la hepatitis B
(HBV) ©

Poco tiempo después se publicaron diversos articulos
en los que se establecieron los lineamientos de seguridad para
el manejo de los aldehidos, debido al incremento de casos de
lesiones cutaneas tanto por irritacidn como por sensibilizacidn,
ademds de casos de problemas respiratorios entre el personal
dedicado a los procesos de esterilizaciéon y desinfeccién
con glutaraldehido.”®® Tanto las lesiones cutaneas como los
problemas respiratorios fueron reconocidos como un problema
de salud laboral desde 1994, por las autoridades europeas y
estadounidenses encargadas de lasaludy seguridad en el trabajo.
Estas Instituciones sanitarias consideraron como estandar de
exposicion ocupacional la existencia de 0.2 ppm en el aire del
area laboral y en 0.05 ppm el nivel maximo de exposicién en un
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periodo de referencia de 15 minutos.1%*

El Agua Electrolizada Superoxidada (AES) se obtiene
al transferir una corriente eléctrica a una solucién acuosa de
electrolitos contenida en dos depdsitos separados por una
membrana catidnica. En uno de los tanques se coloca un
electrodo positivo y en el otro un electrodo negativo. Se hace
pasar una corriente de 3A durante 45 minutos, a diez litros de
solucion de Cloruro de Sodio (NaCl) al 0.05% en agua corriente,
y de esta manera se obtiene, en el tanque con el catodo (+),
una solucién con una alto potencial de Oxido-reduccién (POR)
1053 mV, pH de 2.34, con un muy bajo contenido de cloro 4.2
partes por millén (ppm) a 27.52C, a la que se denomina agua
fuertemente acida. En el lado del electrodo negativo (anodo)
se obtiene una solucién con un POR de — 680 mV, pH 11.4y 0
ppm de cloro. Para obtener una solucidn esterilizante neutra
se probaron un gran numero de mezclas, hasta que con una
dilucion de 17,5 volumenes de solucién de acido fuerte con 12.5
volumenes de solucion alcalina, se logro un agua con pH de 6.95.
Para neutralizar el cloro se agregd una muy pequefia cantidad
de Albumina de origen bovino (125 ul) a cada 10 litros de la
solucion neutralizada.*> ¢

El AES, por su alto potencial de oxidorreduccién y
sus altas concentraciones de oxigeno disuelto, tiene efecto
bactericida. Este tipo de soluciones se ha usado, sobre todo
como desinfectante, en equipos endoscdpicos e instrumental
de invasion minima, asi como para lavar y desinfectar equipos
de hemodidlisis.”

Diferentes tipos de AES han sido objeto de multiples
estudios y revisiones como método de descontaminacién
de hortalizas, logrando eliminar E. coli, Listeria, Salmonella,
B. anthracis, entre otras muchas cepas infecciosas.’®*
Recientemente el gobierno japonés a través de la ley de
regulacion para el mejoramiento del agua, permitio la utilizacion
de AES para controlar las infecciones, incluso por Pseudomonas
aeruginosa en las tuberias de agua corriente.?®

Las ventajas como esterilizante, hasta ahora conocidas,
del AEs, registrada en Europa como Sterilox®, es su no toxicidad,
y su alta efectividad aun contra micobacterias después de 5
minutos de exposicidn. Sin embargo, entre sus inconvenientes
encontramos que debido a su alta inestabilidad es necesario
producirla en el hospital que se utilizara; se inactiva rapidamente
ante la presencia de residuos proteicos y su vida util es solo de
24 horas. Por estas razones aun se esta generando informacién
en cuanto a su seguridad y eficacia.?*

Hasta el momento su uso ha sido autorizado en
forma limitada para la desinfeccidon de equipo endoscépico y
quirdrgico. Su mecanismo de accién se basa en el efecto que los
iones de Na*, Cl'y O, ejercen sobre la pared bacteriana, sobre la
que producen desnaturalizacion de las proteinas, fragmentacién

de hidratos de carbono vy lipidos, y en los virus alteracion de
capsides, DNAsas y RNAsas.?*

En México, hace 4 afios, surgido en el comercio un
producto de Oculus Innovative Sciences llamado Mycrocyn 60
cuyo genérico corresponde a Agua Electrolizada Superoxidada
con pH Neutro, promocionado como esterilizante por inmersién
y desinfectante de alto nivel. La compaiia fabricante, que ha
invertido mucho en alcanzar una gran penetracién comercial,
atribuye su mecanismo de accién a la presencia de “Radicales
Libres de Oxigeno e hidrégeno” disueltos en la solucién.?? Sin
embargo, hasta el momento no existe evidencia cientifica
publicadas en medios arbitrados de su mecanismo de accidn, y
su eficacia ha sido evaluada sélo ante “retos microbianos” y no
en situaciones de practicas hospitalarias.?

Otro grupo tecnolégico mexicano, desarrollé la Solucidn
Esterilizante Electrolizada por Selectividad I6nica (SESI) y tiene
intencién de lanzar al mercado. Dentro de sus caracteristicas
fisicoquimicas resalta un pH neutro, y un elevado potencial de
oxido-reduccidn. Los Fabricantes fundamentan su efecto en la
existencia de iones activos, controlados y estables con actividad
antimicrobiana de amplio espectro, que incluye bacterias,
virus, hongos y esporas.? Esta solucién se obtiene al someter
agua tratada con caracteristicas fisicoquimicas apropiadas, y
solucién saturada de cloruro de sodio de grado reactivo, a un
proceso de electrolisis controlada, bajo parametros estrictos
de voltaje y corriente para la obtencion de iones. Los iones
son seleccionados por medio de un proceso de electro-didlisis
bipolar, con lo que se obtienen iones controlados y estables
de forma selectiva, finalmente se realiza una concentracion
controlada de volimenes obteniendo la neutralidad del pH. 2

Paraproducirestasoluciénelectrolizada porselectividad
idnica de pH neutro, se llevan a cabo algunas de las siguientes
reacciones.

a)  2H O+ 2e- - (gas) + 20H g) 2NaCl + H20 --—-- 2HCIO + 2Na+
b) 2H O+ 2e- ----- H+ (gas) + 2HO h) 2NaCl +2H20 ----- H2 02 + 2NaCl + H2
c) 2Cl-2e----- Cl (gas) i) 6 NaCl + 3 H20 ----- 03 + 6 HCI + 6 Na+

d Cl+HO-—-- HCIO y HCl j) 02 + 2H20 + 4e- ----- H202

e) NaCl+H20 ----- NaOH + Cl- k) 02 + 2H+ + 2e- ----- H202

f) NaCl + H20 ----- NaOH + CIO- 1) 64.800 cal + 3 02 <=>2 03

La formula final del producto registrado es la siguiente:

CADA 100 ml contiene:

Rangos de iones
activos mg/100mL
permitidos por FDA

IONES ACTIVOS 8.5- 9.5 mg

Disponible en forma de iones: Concentracién

Acido hipocloroso/ lon

hipodlorito (Hclo/clo) | 5.0-6.0 mg (0.5-8.0)
Didxido de cloro (Clo,) 0.5 mg (0.15-0.8)
Cloruro de sodio (Nacl) 24 mg (2.0-15)
Ozono (0.) 0.05 mg (0.02-0.5)
Perodxido de Hidrégeno (H,0,) 0.05 mg

Vehiculo CBP 100 ml
Rango de pH DE 6.4 a 7.5
ORP: 800 a 900 mV
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El mecanismo de accidn se atribuye a una oxidacion
en el enlace Y 1-4 de los lipopolisacéridos, en los grupos
sulfhidrilos (-SH) y aminodcidos de la pared bacteriana, con
lo que se afecta el proceso de respiracion y nutricion de los
microorganismos, produciendo: oxidacion de los componentes
respiratorios, inhibicién de la sintesis de proteinas y alteracion
en el metabolismo celular con disminuciéon de la produccion de
fosfatos de alta energia ATP (adenosintrifosfato). A nivel viral
produce alteracién de la capside, DNAsas y RNAsas?®. Debido a
la concentracidn controlada de i6nes y a la estabilidad quimica
lograda en este proceso, la SESI de pH neutro no es toxica para
las células eucarioticas.®

El objetivo de este trabajo es comparar la efectividad
como esterilizantes por inmersidn de las soluciénes de GA al 2%,
SESIy AES evaluada a través de la eliminacidn de microorganismos
viables sobre instrumentos de cirugia endoscdpica contaminados
ex profeso con gérmenes aislados de pacientes infectados en el
medio hospitalario.

MATERIAL Y METODO

Se integraron 12 grupos de instrumentos quirdrgicos
desechables para cirugia laparoscépica, cada uno conformado
por un instrumento de laparoscopia, -ya fuera pinza de sujecion,
disector o tijera-, un segmento de 30 cm de manguera de Silastic
y un trocar de plastico. Después de integrar los grupos, los
instrumentos se lavaron y trataron a fin de eliminar cualquier
residuo bioldgico, posteriormente se esterilizaron en gas
plasma. Este mismo tratamiento se aplicd a los recipientes de
acero inoxidable grado médico, en las que se prepararon las
soluciones contaminantes y a los recipientes plasticos en los que
se realizd el proceso de esterilizacidon por inmersion.

Cada una de las soluciones contaminantes se prepard,
enunrecipiente independiente. A cuatro litros de Solucién Salina
estéril al 0.9%, se le agregd una cantidad suficiente de bacterias
para lograr una concentracién de 1 x 108 UFC por cc de solucion.
La concentracién bacteriana se midid por espectrofotometria.
Las cepas bacterianas fueron donadas por el Laboratorio Clinico
del Centro de Especialidades Médicas del Estado de Veracruz.
La corroboracién de la cepa, el crecimiento (hasta lograr la fase
logaritmica) y la preparacién de la suspension se realizé en los
Laboratorios Rivas de Xalapa, Veracruz. El origen de las cepas
fue el siguiente: E. coli obtenido de un absceso abdominal, P.
aeruginosa, de las mangueras de un respirador contaminado
en la Unidad de Terapia Intensiva; S. aureus, resistente a la
meticilina (SARM) y C. Albicans obtenida del cultivo esoféagico de
un paciente VIH positivo.

Las soluciones esterilizantes se adquirieron en el
comercio, a excepcion de la SESI que se solicitd directamente a

los fabricantes.

Para el proceso de contaminacidn se introdujo un grupo
deinstrumentos en cada unade las soluciones contaminantes por
un lapso de 15 minutos y se verificd la impregnacién bacteriana
mediante muestras de cultivos al azar (6 instrumentos de cada
charola).

De cada charola de solucidén contaminante, se paso
un grupo de instrumentos a cada uno de los tratamientos de
esterilizacidn, el traslado se hizo bajo condiciones de esterilidad,
sinrealizar ningun procedimiento de lavado o descontaminacidn.
Este procedimiento se repitid en tres ocasiones, en la primera,
se dio un tiempo de esterilizacién de 7.5 minutos; en el segundo
procedimiento, los instrumentos se expusieron durante 10
minutos a la solucidn esterilizante correspondiente; y, en el
ultimo procedimiento, la exposicidn fue durante 15 minutos, que
es el tiempo que recomiendan los fabricantes del GA 2% y SESI
para lograr la esterilidad del material expuesto. Para cada una de
las pruebas se utilizaron soluciones esterilizantes nuevas.

El muestreo se realizd de acuerdo al protocolo de
Isenberg?* para toma de cultivos en microbiologia. Se tomaron
15 muestras de cada uno de los grupos de instrumentos por
cada una de las soluciones de prueba. La toma de muestras
se realizé con hisopos estériles humedecidos en un caldo de
soya y tripticaseina + 0.5% de extracto de res, posteriormente
los hisopos se sumergieron en extracto de res al 5%, cada
tubo de la emulsidon se agité durante 30 segundos con el
hisopo dentro. Finalmente se transfirié6 una muestra de 0.5 ml
del caldo emulsificado a una placa de agar-tripsicaseina y se
incubd durante 48 horas a 37°C. Considerando cultivo positivo
cualquier crecimiento a partir de 1 Urc del germen con el que se
contaminé.

De cada instrumento se tomaron cultivos del mango,
de la varilla, de las zonas de sujecion, la cremallera y articulacién
de la pinza. Del trocar se muestred la superficie interna y
externa del tubo, del interior de la cdmara de intercambio de
instrumentos, de las valvulas de aire y de la zona de gomas de
entrada y salida de instrumentos, finalmente de la manguera se
tomaron cultivos de la parte interna y externa.

Se realizaron pruebas estadisticas descriptivas vy
finalmente X para evaluar las diferencias en las proporciones
entre los grupos.

RESULTADOS

El resultado de los cultivos bacterianos obtenidos después de 7.5
minutos de exposicidn a las diferentes soluciones esterilizantes
se muestran en latabla 1. Se aprecia actividad antimicrobiana de
todas las soluciones. Los cultivos del instrumental contaminado,
mostraron que E. coli crecid en 20% de los instrumentos
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expuestos a GA al 2%, en 13% de los expuestos a SESI y en 47%
de los expuestos a AES. Los instrumentos contaminados con
P. aeruginosa, que fueron expuestos a GA al 2%, reportaron
cultivos positivos en 20%, 30% de los expuestos a SESI 'y 60% de
los expuestos a AES. Por su parte, los cultivos del instrumental
contaminado con SARM y tratados con GA al 2% y AES no mostraron
crecimiento, mientras que los tratados con SESI mostraron 13%
positivos. Los cultivos para C. albicans, reportaron crecimiento
en 7% de los cultivos del instrumental tratado con GA al 2% y
SESI, mientras que en los tratados con AES, se encontré un
crecimiento del 80%.

Tabla 1. Porcentaje de cultivos bacterianos obtenidos después de la
inmersién durante 7.5 minutos del instrumental quirdrgico en cada una de

GA al 2%
SESI
AES

n= numero de cultivos

Los resultados de los cultivos obtenidos después de 10 minutos
de exposicidn a los esterilizantes mostraron que los instrumentos
contaminados con E. coli o con SARM y tratados con GA al 2%,
no presentaron desarrollo, y solamente un cultivo positivo que
corresponde al 7% de los contaminados con P. aeruginosa y C.
albicans. En los instrumentos tratados con SEsI los cultivos de
E coli y SARM también resultaron negativos. Sin embargo, P.
aeruginosa crecié en 13% de los cultivos y C. albicans en 7%.
Para el grupo de instrumentos tratados con el esterilizante AES,
se encontrd crecimiento en el 47% de los cultivos para E. coli,
60% para P. aeruginosa, 80% para C. albicans y reporte negativo
de los contaminados con SARM.

Los resultados de los cultivos del instrumental tratado
durante 15 minutos, fueron analizados de acuerdo con su
porcentaje de efectividad, es decir, al no existir crecimiento se
establece el 100% de efectividad y de esta manera se observé
que el Sesl y el GA al 2%, inhibieron en un 100% el desarrollo
de los micro-organismos con los que fueron contaminados. En
otras palabras se observé un 100% de efectividad, mientras que
el grupo de instrumentos tratados con AES sélo alcanzd 93% de
efectividad en los cultivos de E. coli, y P. aeruginosa ,y 80%, en
los contaminados con C. albicans. (Grafica 1).

DISCUSION

En este trabajo se demostro la efectividad de la sesi y del GA al
2%, como esterilizantes por inmersion. Es importante recalcar
que las condiciones de contaminacién a las que se expuso el
instrumental quirdrgico no son habituales; ademds, tampoco
se realizo ningun procedimiento de preparacidon o asepsia del

instrumental previo al proceso de esterilizacion, por lo que retar
a las soluciones esterilizantes a estas condiciones “extremas” de
contaminacion con cepas bacterianas no atenuadas permite
evaluar la capacidad y potencia bactericida de estas soluciones.
Losresultados permiten también sugerir que lasesi esigualmente
efectiva que el GA al 2%, en procesos de esterilizacion por
inmersion. A pesar de que el GA 2%, no es el estdndar de oro
debido a sus efectos toxicos, es el quimico mas usado para este
fin, lo que lo convierte el punto de comparacidn cuando se trata
de evaluar la efectividad de cualquier otro producto.
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Grafica 1. Se muestra el porcentaje de efectividad para cada uno de los gérmenes,

después de 15 minutos de inmersién del instrumental quirdrgico contaminado
en cada una de las soluciones esterilizantes.

p=0.005

C. albicans

También esimportante enfatizar que, hasta el momento,
no se han podido encontrar referencias indexadas que sustenten
el mecanismo de accion del AEs fabricada en México. Existen
algunos reportes en su mayoria anecddticos o en series de
€asos en que se reporta su uso como antiséptico, publicadas en
memorias de congresos. > Tampoco existe evidencia sobre su
eficacia como esterilizante por inmersién. En las condiciones en
las que se realizd este estudio, los resultados mostraron que la
actividad bacteriana en presencia de AES no se elimina, sélo se
reduce. Por lo tanto, se puede afirmar que el AES no cumple con
la definicion de esterilizacion.

Por otra parte, en otro grupo de ensayos experimentales,
la sesi ha demostrado ser totalmente inocua al contacto con
células eucariotas, incluso cuando se exponen superficies
mucosas o al endotelio peritoneal.?® Esta caracteristica le confiere
una mayor seguridad laboral durante su uso hospitalario, ya que
su manejo no requiere de medidas extremas para la seguridad
ni de instalaciones especiales para su manejo. En conclusion, los
resultados obtenidos en este estudio sugieren que es posible
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recomendar el uso de SESI como un esterilizante por inmersion
aun en condiciones “extremas” de contaminacidén bacteriana,
con las ventajas de alta efectividad, no toxicidad y reduccion de
costos en el proceso de esterilizacion por inmersion.
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