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Los objetivos de este estudio fueron evaluar la sobre vivencia de los micro organismos en las diferentes
formulaciones de los antisépticos clorexidina (CHX) y polivinil-pirrolidona-yodo (PVP-Y), después de una
contaminacidon intencional de los recipientes y extrapolar los resultados de los laboratorios para el cuidado
minimo a ser dispensado a los recipientes de mdultiple uso para el envase de los antisépticos probados. Para
esto, fue desarrollado un estudio de laboratorio, en que 180 recipientes fueron contaminados con 1 x 105 UFC/
mL de suspension conteniendo S.marcescens. Después de la contaminacion, seis diferentes formulaciones de
antisépticos (clorexidina y PVP-Y en los vehiculos alcohdlico, detergente y acuoso) fueron distribuidos y sometidos
a la cultura diaria durante siete dias, a fin de verificar se hubo crecimiento del microorganismo. Los resultados
de esta investigacion permiten recomendar la limpieza como el procedimiento minimo en el procesamiento de
esos recipientes que garantiza la seguridad de su utilizacion repetida para distribucion de los antisépticos que
fueron sometidos a prueba - CHX y PVP-Y.

DESCRIPTORES: agentes antiinfecciosos locales; contaminacion; infeccién hospitalar

MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF DIFFERENT ANTISEPTIC POVIDONE-IODINE AND
CHLORHEXIDINE FORMULATIONS AFTER INTENTIONAL CONTAMINATION OF
CONTAINERS

This study aimed to evaluate the survival rate of microorganisms within different antiseptic formulations -
povidone-iodine (PVP-I) and chlorhexidine (CHX) — after intentional contamination, and to establish the minimum
care necessary to ensure sterilization of non-disposable antiseptic solution containers. A laboratory study was
performed with 180 antiseptic containers, which were contaminated with Serratia marcescens [1 x 105 UFC/
mL]. The containers were closed and stored, at room temperature, during seven days and shaken daily. The
antiseptic cultures were evaluated to be 100% negative to Serratia marcescens in all of the non-disposable
containers. These results suggested that antiseptic solutions inactivate microorganisms [1 x 105 UFC/mL].
Since cleaned antiseptic containers have around 102 UFC coming from tap water, it can be inferred that
cleansing is a safe minimum procedure to ensure reuse of containers for distribution of CHX and PVP-I solutions
in aqueous, detergent and alcoholic formulations.

DESCRIPTORS: anti-infective agents, local; contamination; cross infection

AVALIAGAO MICROBIOLOGICA DAS DIFERENTES EORMULACﬁES A!:lTI-SéPTICAS,
POLIVINILPIRROLIDONA-IODO E CLOREXIDINA, APOS CONTAMINACAO INTENCIONAL
DAS ALMOTOLIAS

Os objetivos deste estudo foram: avaliacdo da sobrevivéncia dos microrganismos nas diferentes formulagdes
dos anti-sépticos clorexidina (CHX) e polivinilpirrolidona-iodo (PVP-I), apds contaminacdo intencional das
almotolias, e extrapolar os resultados laboratoriais para o cuidado minimo a ser dispensado as almotolias de
multiplo uso para o envase dos anti-sépticos testados. Para tanto, foi desenvolvido estudo laboratorial, em que
180 almotolias foram contaminadas com 1 x 105 UFC/mL de suspensdo, contendo S.marcescens. Apds a
contaminacéo, seis diferentes formulacées de anti-sépticos (clorexidina e PVP-I nos veiculos alcodlico, degermante
e aquoso) foram distribuidas e submetidas a cultura diaria durante sete dias, a fim de verificar se houve
crescimento do microrganismo. Os resultados desta investigacdo permitem a recomendacdo de que a limpeza
como procedimento minimo no processamento desses recipientes garante a seguranca de sua utilizacdo repetida
para distribuicdo dos anti-sépticos testados - CHX e PVP-I.

DESCRITORES: antiinfecciosos locais; contaminacdo, infeccdo hospitalar
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INTRODUCCION

Los antisépticos son substancias
antimicrobianas de aplicacion en la piel y mucosas
para reduccién del nimero de bacterias'’). La
utilizacion de esos agentes para prevenir las
infecciones y reducir sus complicaciones se remontan
a la época de Hipdcrates. Actualmente, las principales
utilizaciones de los antisépticos en las instituciones
de la salud son utilizados en: la higienizacion de las
manos, en la preparacion quirdrgica de la piel del
paciente, la eliminacion de gérmenes de las manos y
antebrazo del equipo de cirugia, y en algunos
procedimientos como punciones venosas centrales y
arteriales, cateterismos vasculares y vesicales y otros
donde ocurre el rompimiento de las barreras normales
de defensa del individuo?,

Los relatos encontrados en la literatura sobre
productos antisépticos que sufrieron contaminacion
microbiolégica causan preocupacién en los
profesionales del area de control de infeccion
relacionada a la asistencia a la salud, ya que esas
contaminaciones ha sido causa de brotes infecciosos
en instituciones hospitalarias®™®.

A pesar de los cuestionamientos sobre la
resistencia microbiolégica a los biocidas, las
concentraciones actualmente utilizadas en la practica
de los servicios de asistencia a la salud son
substancialmente mayores que las concentraciones
inhibitorias minimas (CIM) de las bacterias que
tuvieron capacidad de crecer en las soluciones

(19 | a contaminacién de esas soluciones

antisépticas
estd asociada principalmente a causas exdgenas.
Factores como almacenamiento inadecuado del
antiséptico y fallas en la estabilidad de la formulacion
del producto pueden contribuir, por lo menos en parte,
a la aparente contaminacién encontrada en la
practica™?.

Entre las publicaciones sobre contaminacién
de antisépticos, no fue identificada ninguna que
relacionase tal contaminacién a la forma de
procesamiento de los recipientes que contienen tales
soluciones, cuya practica es ampliamente discutida
en los servicios de la salud sin respaldo cientifico.
Asi, nos propusimos, en esta investigacién, evaluar
la supervivencia de los microorganismos en las
diferentes formulaciones de los antisépticos CHX y
PVPI-Y - después de una contaminacién intencional
de los recipientes con Serratia marcescens y

extrapolar los resultados del laboratorio para el

cuidado minimo a ser dispensado a los recipientes de
multiple uso para el envase de los antisépticos

probados.
MATERIAL Y METODO

Se trata de un estudio de laboratorio
experimental, desarrollado en el Laboratorio de
Microbiologia del Departamento de Enfermeria Médico-
quirturgica de la Escuela de Enfermeria de la
Universidad de San Pablo.

Indculo: Una muestra de cultivo existente en
el depédsito de Serratia marcescens ATCC 14756 fue
mantenida en medio de cultivo BHI (Brain Heart
Infusion) y sub-cultivada en un medio de soya
(Tryptone Soy Broth - TSB). Después de la
confirmacién de un tamafio del inéculo de 10° UFC/
ml (turbiedad equivalente en la escala de Mac Farland),
el material fue utilizado para contaminar los
recipientes. La inoculacién en los recipientes fue de
un volumen de 1 mL, recolectados por medio de micro
pipeta automatica y distribuido en toda la pared
interna del recipiente, con movimientos giratorios.

Tamafo de la muestra: Después de la
realizaciéon de una pre prueba, el tamafio de la muestra
del experimento quedd establecido en 30 muestras
para cada formulacién (CHX y PVP-Y en los vehiculos
acuoso, detergente y alcohdlico), totalizando 180
recipientes, con un poder de la muestra del orden de
95%.

Planificacion experimental: Las soluciones
antisépticas investigadas - CHX y PVP-Y - en los
vehiculos acuoso, detergente y alcohdlico fueron
divididas en dos grupos, trabajados en momentos
diferentes: Grupo I - clorexidina y Grupo II - PVP-Y.
En un primer momento, 90 recipientes fueron
contaminados intencionalmente con 1 mL de
suspension de 10° UFC/mL de S. marcescens. En los
recipientes contaminados, las tres diferentes
formulaciones de antisépticos de la clorexidina
(alcohdlica, detergente y acuosa) fueron distribuidas
en un volumen de 150 mL. Para certificarse que los
experimentos se iniciaron sin ningln microorganismo,
todos los recipientes fueron sometidos a la limpieza
y esterilizacion previa en 6xido de etileno (ETO).

Los recipientes fueron tapados vy
almacenados a temperatura ambiente por siete dias
con agitacion diaria, tres veces al dia, a las 8:00h, a
las 14:00 y a las 20:00h, para que la solucion
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antiséptica entrase en contacto con la superficies
sobre el nivel de los 150 mL vaciados.

Las alicuotas de 1 mL de cada una de las 90
soluciones de CHX en prueba fueron diariamente
transferidas con pipetas para los tubos que contenian
los medios de cultura, a fin de verificar el crecimiento
de la S. marcescens. De esta forma, al final de los
siete dias, fueron cultivados 630 medios TSB (90 por
dia durante siete dias) inoculados con la muestra de
antiséptico contaminado con el microorganismo de
prueba. Los tubos inoculados fueron incubados en
temperatura ambiente durante 21 dias, con lectura
diaria en la primera semana y en los 79, 140 y 210
dias.

Después de un mes, el estudio prosiguié con
el grupo II, siguiendo el mismo método de trabajo,
en que fueron comprobadas las soluciones de PVP-Y
en las tres diferentes formulaciones (alcohdlico,
detergente y acuoso).

Los medios fueron preparados con adicion
de neutralizante especifico para la clorexidina (tween
80 0,5%) y para el PVP-Y (sulfito de sodio 0,1%).

Control positivo: crecimiento del
microorganismo de prueba en 10 mL del medio TSB,
para control de calidad de la viabilidad de la cepa y
adecuacion de la misma al medio preparado (dos
tubos).

Control negativo: medios TSB limpio (dos
tubos) incubados a 22°C por 72 horas, indicando
ausencia de microorganismos.

RESULTADOS

En los experimentos del grupo Iy II - 100%
de los medios de cultura permanecieron limpidos -
acusando ausencia de crecimiento del
microorganismo de prueba. Los controles negativos
permanecieron limpidos después de 21 dias de lectura.
Los controles positivos se volvieron turbios en 24
horas, siendo que en 48 horas fue visualizada la
coloracién rojiza, caracteristica de la S. marcescens.
Los datos de crecimiento del microorganismo en el

Grupo I y II estan resumidos en la Tabla 1.

Tabla 1 - Distribucién de los resultados de los cultivos
microbiolégicas de los antisépticos comprobados en
el Grupo I y Grupo II después 21 dias de incubacion.
San Pablo, 2007

Resultados Group l-  Group Il - Control Control
CHX PVP-l Positivo Negativo
Crecimiento Positivo 0/630 0/630 212 02
Crecimiento Negativo 630/630 630/630 0/2 212

DISCUSION

La forma de procesamiento de recipientes de
multiple uso es una practica que no esta esclarecida
en la literatura, y es ampliamente discutida en los
servicios de salud sin respaldo cientifico. EI camino
metodoldgico trazado para buscar respuestas que
puedan dirigir el procedimiento minimo indicado para
el procesamiento de esos recipientes, fue el de
verificar la capacidad de los antisépticos de inactivar
los microorganismos intencionalmente inoculados en
los recipientes por medio de una contaminacion
desafio del orden de 1 x 10° UFC/mL. Este indculo fue
considerado expresivo frente a la posible
contaminacién a que los antisépticos estarian
expuestos cuando son envasados en recipientes
limpiados solamente con agua potable y detergente.

Al extrapolar los resultados de los
experimentos de la presente investigacion, se
constata que la limpieza es el procedimiento minimo
para reutilizar con seguridad los recipientes, porque
la carga de microorganismos presentes en el
recipiente apenas limpio seria, ciertamente menor que
el inéculo desafio de 1 x 10° UFC/mL. Siendo asi, un
nuevo desafio surge en el procesamiento de esos
recipientes: el de la contaminacién heterogénea del
agua por el enjuague. Algunos investigadores han
demostrado la baja carga microbiana en materiales
quirurgicos después de la realizacion de la limpieza,
en promedio, 10> UFC/material**¥,

Como referencia legal de los parametros de
potabilidad de la agua, la Porteria n°® 518, de 25 de
marzo de 2004 del Ministerio de la Salud “establece
los procedimientos y responsabilidades relativos al
control y vigilancia de la calidad del agua para consumo
humano y su estandar de potabilidad, y da otras

"(15) En ella encontramos el estandar

indicaciones
microbiolégico esperado, con una tolerancia de
contaminaciéon muy inferior al indculo comprobado
en la presente investigacién: ausencia de E. coli o
coliformes termo-tolerantes en 100 mL de agua.
Esta investigacién es un estudio inédito in
vitro, ya que las publicaciones que presentaron
contaminacion de antiséptico son resultados de
situaciones de brotes infecciosos en la practica
asistencial. En Brasil, los estudios de laboratorio de
la accién antimicrobiana de los agentes biocidas

obtuvieron expresién a partir de la década del 80“®.
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Las principales referencias consultadas sobre
contaminacion de antisépticos apuntan cuestiones de
manipulacién y cuidados inadecuados que llevan a
fallos en la estabilidad del producto y propician el
crecimiento de microorganismos®©™®,

También fueron relatados casos de
contaminacién de antisépticos con restos organicos
en la solucidn y biopeliculas en las paredes internas
de los recipientes, evidenciados por medio de
microscopia electrénica”®; la presencia de estos
puede haber conferido proteccién al contaminante.
La formacién de la biopelicula es un proceso por el
cual los microorganismos se adhieren
irreversiblemente y crecen en la superficie,
produciendo polimeros extracelulares que facilitan la
adhesion y la formacion de la matriz. Sin embargo,
los métodos fisicos, tales como la limpieza mecanica
o la friccion y también el ultrasonido son efectivos,
garantizando su remocidn, si son realizados de forma
adecuada”.

Como mencionamos anteriormente, las
concentraciones actualmente utilizadas en la practica
de los servicios de asistencia a la salud son
substancialmente mayores que la CIM (Concentracion
Inhibitoria Minima) de estas bacterias'?). Siendo asi,
la contaminacion de soluciones antisépticas no esta,
por ahora, asociada a la reduccion de la susceptibilidad
de los microorganismos.

Esta investigacion utilizé el raciocinio
deductivo para considerar a la limpieza como el
procedimiento minimo en el procesamiento de los
recipientes usados para envasar antisépticos. Esta
consideracion estd fuertemente basada en estudios
que confirman que el nimero de microorganismos
recuperados de materiales apenas limpiados es del
orden de 10% UFC*?'*), Considerando este raciocinio
deductivo, los cuidados con la limpieza, el enjuague
y el secado adecuados de los recipientes se vuelven
importantes para el control de la seguridad. Los

residuos de detergentes eventualmente podran

desestabilizar las formulaciones quimicas, asi como
los residuos del agua de enjuague pueden diluir la
concentracién de los antisépticos.

Los estudios complementarios podran
confirmar este raciocinio deductivo, analizando, en
instituciones

diferentes hospitalarias, los

microorganismos residuales (cuantitativa vy
cualitativamente) de recipientes solamente limpiados.

Finalmente, los resultados de este estudio
ofrecen respuestas para la practica del procesamiento
de los recipientes, que hasta el momento no estaba
respaldada en la ciencia. Se puede afirmar que la
utilizacion repetida de estos recipientes después del
proceso de limpieza es una practica segura,
agregando facilidades y economia para las centrales
de esterilizacion de materiales en las instituciones de
la salud. Podemos inclusive mencionar la cuestién
ecoldgica, con la reduccién de la generacién de
residuos de servicios de la salud proveniente de

articulos desechables.
CONCLUSION

El presente estudio permitié establecer las
siguientes conclusiones:

Los antisépticos comprobados (clorexidina y
el PVP-Y en los vehiculos acuoso, detergente y
alcohdlico) inactivaron los microorganismos
intencionalmente inoculados en los recipientes, en una
concentraciéon de 1 x 10° UFC/mL.

Considerando que los recipientes
solamente limpiados contienen microorganismos
vegetativos del agua del enjuague, del orden de
102 UFC,

considerada segura y como el procedimiento

se deduce que la limpieza es
minimo para utilizacién repetida de estos
recipientes en la distribucion de los antisépticos
que fueron sometidos a prueba - Clorexidina y
PVP-Y en las formulaciones detergente, acuosa

y alcohdlica.
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