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RESUMEN  Objetivos. Evaluar como responden los estafilococos hospitalarios sensibles y resistentes a
la meticilina ante la accién de diferentes antisépticos y desinfectantes empleados habitualmente
en los hospitales de la Provincia de Buenos Aires, Argentina. Demostrar la eficacia de esas sus-
tancias mediante la determinacion de sus concentraciones bactericidas eficaces, asi como ana-
lizar si existe correlacién entre la resistencia a biocidas y la resistencia a la meticilina en esta
poblacion bacteriana.

Métodos. Se evalué la accion de siete biocidas con 25 cepas de estafilococos nosocomiales
sensibles y resistentes a la meticilina y una cepa de coleccion, Staphylococcus aureus ATCC
6538. Las cepas hospitalarias provienen de dos hospitales de mdxima complejidad y fueron ob-
tenidas, durante los meses de abril de 2000 a mayo de 2002, de muestras clinicas (hemocultivo,
urocultivo, punta de catéter y abceso) pertenecientes a pacientes de ambos sexos, internados y
ambulatorios. Después del aislamiento de dichas cepas, determinamos la sensibilidad a anti-
bidticos mediante el método de difusion en agar de Kirby y Bauer. Para estudiar la accion de
los biocidas de uso hospitalario sobre estas cepas, empleamos el ensayo de Kelsey-Sykes, que
permite establecer las concentraciones bactericidas eficaces de tales compuestos.

Resultados. Los resultados muestran que la respuesta de las cepas hospitalarias resistentes y
sensibles a la meticilina varia con respecto a la cepa de coleccion. El digluconato de clorhexidina,
la yodopovidona, la tintura de yodo débil y el glutaraldehido alcalino fueron eficaces contra la
mayoria de las cepas, independientemente de su resistencia o sensibilidad a los antibioticos.
Conclusiones. Estas evaluaciones no indican ninguna asociacion entre la resistencia a la
meticilina y la resistencia a los biocidas evaluados. Asimismo, apuntan a la necesidad de se-
guir investigando para valorar la eficacia de los agentes quimicos contra los microorganisimos
que han sido expuestos a antibioticos.
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La mayor parte de las infecciones
hospitalarias son causadas por bacte-
rias. Con el fin de lograr su erradica-
cién se emplean antibidticos, y estos
muchas veces provocan cambios gené-
ticos y procesos adaptativos a los nue-
vos ambientes quimicos. Es asi como
aquellos microorganismos suscepti-
bles a las nuevas terapias antimicro-
bianas se tornan resistentes y generan
problemas sanitarios. Entre los micro-
organismos comunmente implicados
en las infecciones nosocomiales se en-
cuentran los del género Staphylococcus,
cuyos miembros provocan cuadros
clinicos de diversa gravedad. Mas del
95% de los pacientes del mundo con
infecciones por S. aureus no responden
al tratamiento con antibiéticos de pri-
mera linea, y las cepas resistentes a la
meticilina (SARM) comtdnmente aisla-
das son endémicas en muchos hospita-
les y epidémicas en otros (1, 2). Segin
Fridkin y Gaynes (3), el examen de los
porcentajes de resistencia de los SARM
y de Staphylococcus coagulasa negati-
vos resistentes a la meticilina eviden-
cia un aumento en la tendencia res-
pecto de la década pasada.

Pero ademds de los antibidticos exis-
ten otros compuestos quimicos, los de-
sinfectantes y antisépticos, que son
igualmente importantes y eficaces para
el control de las infecciones y la reduc-
cién de las tasas de incidencia hospitala-
rias. La pared celular de los estafilococos
no parece actuar como barrera eficaz al
ingreso de los antisépticos y desinfec-
tantes, dado que algunas sustancias de
alto peso molecular pueden atravesar
sus paredes. Sin embargo, la plasticidad
de la envoltura bacteriana puede alterar
la sensibilidad a los biocidas al modifi-
carse el espesor y el grado de entrecru-
zamiento del peptidoglucano (4). Estos
compuestos tienen diferentes modos de
accién y su empleo genera inconvenien-
tes, porque las concentraciones de uso
recomendadas no son eficaces y muchas
veces no se tiene en cuenta déonde, cémo
y contra qué agentes se emplean. Podria
especularse que con el uso continuo de
los antisépticos y desinfectantes se selec-
cionan cepas, tal como ha ocurrido con
los antibidticos.

Con el fin de identificar microorga-
nismos hospitalarios del género Staph-
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ylococcus sensibles y resistentes a la
meticilina, se estudié su respuesta
frente a la accion de siete biocidas uti-
lizados en dos hospitales de méxima
complejidad de la Provincia de Buenos
Aires, Argentina, mediante una meto-
dologia especifica que permitié esta-
blecer la eficacia bactericida de los ger-
micidas ensayados.

MATERIALES Y METODOS

Se determind la concentracién bacte-
ricida eficaz de varios biocidas de uso
corriente: hipoclorito de sodio comer-
cial (55 g/L) (Ayudin, Aldo Bonzi,
Prov. de Buenos Aires, Argentina), yo-
dopovidona al 10% (Pervinox, Buenos
Aires, Argentina), tintura de yodo
débil (Farmacopea Nacional Argentina
VI) (5), p-cloro-meta-xilenol al 4,8%
(Espadol, Florencio Varela, Prov. de
Buenos Aires, Argentina), cloruro de
benzalconio al 10% (Laprida, Ciudad

de Buenos Aires, Argentina), digluco-
nato de clorhexidina al 20% (Schiitz &
Co., Alemania) y glutaraldehido alca-
lino al 2% (Bacon S.A.I.C., Villa Marte-
lli, Prov. de Buenos Aires, Argentina).
Su actividad bactericida fue probada
frente a la cepa de referencia Staphylo-
coccus aureus ATCC 6538 y 25 estafilo-
cocos hospitalarios, con el ensayo de
Kelsey-Sykes (6, 7). Las cepas sensibles
y resistentes a la meticilina pertenecen
a las especies aureus, haemolyticus y
saprophyticus, y proceden de muestras
clinicas (urocultivo, hemocultivo, punta
de catéter y absceso submaxilar) obte-
nidas durante los meses de abril de
2000 a mayo de 2002 de pacientes in-
ternados o ambulatorios de ambos
sexos (cuadro 1). Los aislamientos
seleccionados provienen de dos hospi-
tales de la Provincia de Buenos Aires,
Argentina (Hospital Interzonal Espe-
cializado en Pediatria “Sor Maria Lu-
dovica” y Hospital Interzonal General
de Agudos “General José de San Mar-

CUADRO 1. Identificacion y procedencia de las cepas de Staphylococcus spp. obtenidas,
durante el 2000 al 2002, de pacientes en dos hospitales generales en la Provincia de Bue-

nos Aires, Argentina

Identificacion Muestra clinica Edad (afios) Sexo? Servicio
S. aureus Punta de catéter 50 M uTP
S. aureus Hemocultivo 72 F UTl
S. aureus Hemocultivo 45 F Ortopedia
S. aureus Hemocultivo 27 M Clinica médica
S. aureus Hemocultivo 38 M Traumatologia
S. aureus Hemocultivo 63 M Neurologia
S. aureus Hemocultivo 55 F Clinica médica
S. haemolyticus Punta de catéter 57 M UTl
S. aureus Urocultivo 42 M uTOe
S. aureus Urocultivo 54 M CETUSH
S. aureus Urocultivo 55 F Nefrologia
S. aureus Urocultivo 37 M uTl
S. haemolyticus Urocultivo 56 M Nefrologia
S. aureus Urocultivo 33 F Rehabilitacion
S. saprophyticus Urocultivo 27 F Obstetricia
S. aureus Absceso submaxilar 63 M Clinica médica
S. aureus Hemocultivo 10 M Neonatologia
S. aureus Hemocultivo 47 M Clinica médica
S. aureus Urocultivo 16 F Obstetricia
S. aureus Urocultivo 62 M Urologia
S. saprophyticus Urocultivo 35 F Obstetricia
S. saprophyticus Urocultivo 24 F Obstetricia
S. aureus Urocultivo 57 M uTo
S. saprophyticus Urocultivo 47 M CETUS
S. haemolyticus Urocultivo 57 M Nefrologia

aF = Femenino, M = Masculino.
b UTI = Unidad de terapia intensiva.
¢UTR = Unidad de transplantes renales.

4CETUS = Centro de Estudios de Enfermedades Sangrantes.
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tin”, ambos en La Plata), clasificados
por el Ministerio de Salud provincial
como de méaxima complejidad (perfil
D). Estos centros de salud brindan co-
bertura tanto a los pacientes de los 13
partidos provinciales, como a los de
partidos limitrofes a la Regién Sanita-
ria. También reciben pacientes deriva-
dos de otras regiones de la provincia y
del resto del pais, principalmente por
padecer enfermedades especificas (on-
colégicas o neuroldgicas, quemaduras,
o politraumatismos).

Los aislamientos clinicos fueron
identificados por tincion de Gram y
pruebas bioquimicas con un estuche de
identificacién (API Staph, Bio Mérieux,
Marcy-I'Etole, Francia). Se determiné
la sensibilidad a la meticilina mediante
la técnica de difusién en agar de Miie-
ller Hilton (Biokar, Beauvais, Francia)
con discos segin Kirby y Bauer (8),
de acuerdo a las normas del National
Committee for Clinical and Laboratory
Standards (9). La sensibilidad o resis-
tencia a la oxacilina se investigd de
igual manera, analizando ademas la re-
sistencia acompafiante y confirmando
el resultado con una prueba de cribado
en placa de oxacilina con 6 ug/mL. En
el caso de Staphylococcus saprophyticus
se tuvo en cuenta el mismo punto de

corte de oxacilina que se usé para los
demas estafilococos coagulasa negati-
vos (10). Las cepas fueron conservadas
después de su aislamiento en agar nu-
tritivo al 7 por mil.

Para el desarrollo del ensayo de
Kelsey-Sykes, los microorganismos se
cultivaron durante 18 horas en agar
con triptona de caseina y soja (ATS,
Merck, Buenos Aires, Argentina). Se
prepararon suspensiones bacterianas
de 2,7 X 108 ufc/mL y con 1 mL de las
mismas se efectuaron tres inoculacio-
nes sucesivas a tres concentraciones
crecientes de los biocidas a los 0, 10 y
20 minutos, en agua destilada como
medio de dilucién. A partir de cada
concentracion se tomé 1 mL y se sem-
braron 5 gotas a los 8 minutos, des-
pués de cada inoculacién, en cajas de
Petri con ATS y los neutralizantes co-
rrespondientes, y los cultivos se incu-
baron a 35-37 °C durante 48 horas. Se
establecié como concentracién bacteri-
cida eficaz aquella que permiti6 el de-
sarrollo de no mas de 5 ufc/placa, des-
pués de la segunda inoculacion.

Con el propésito de prevenir la ac-
cién residual de los biocidas se emp-
learon antagonistas especificos. Los
compuestos halogenados fueron neu-
tralizados con tiosulfato de sodio al
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0,05% (Merck), el derivado fendlico lo
fue por dilucién, el amonio cuaterna-
rio con Tween 80 al 3% (Anedra, San
Fernando, Provincia de Buenos Aires,
Argentina), y la bisguanidina con una
mezcla de Tween 80 al 2% y tiosulfato
de sodio al 0,5%. El aldehido se neu-
tralizé con una mezcla de Tween 80 al
2% y glicina al 1% (Merck).

Los resultados obtenidos con las dis-
tintas concentraciones se compararon
estadisticamente mediante las pruebas
de Wilcoxon y Mann-Whitney, calcu-
landose la significacion estadistica (P)
para dos colas entre las cepas SARM y
las sensibles a la meticilina (SASM) y
entre cada uno de estos grupos con res-
pecto a la cepa de referencia. Ademas
se determinaron los intervalos de con-
fianza del 95%. A tal efecto, en los
resultados se indica la significacién es-
tadistica seguida de los valores corres-
pondientes a la media y el intervalo de
confianza.

RESULTADOS

Para establecer como responden las
Staphylococcus spp. ante la acciéon de
los siete agentes quimicos estudiados
(figura 1), se compard la respuesta entre

FIGURA 1. Eficacia antimicrobiana de diferentes biocidas contra cepas de Staphylococcus spp. aisladas entre abril de 2000 y mayo
de 2002 de muestras clinicas obtenidas de pacientes en dos hospitales generales en la provincia de Buenos Aires, Argentina
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Rm: resistentes a la meticilina, Sm: sensibles a la meticilina.
B-C: hipoclorito de sodio, D-E: tintura de yodo débil, F-G: yodopovidona, H-I: p-cloro-meta-xilenol, J-K: cloruro de benzalconio, L-M: digluconato de clorhexidina, N-O: glutaralde-

hido alcalino.
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la cepa de coleccién y las SARM y
SASM, asi como también entre las cepas
sensibles y no susceptibles a cada bio-
cida de forma individual. Los resultados
para Staphylococcus aureus ATCC 6538
revelaron diferencias estadisticamente
significativas frente a los de microorga-
nismos hospitalarios resistentes a la me-
ticilina en cuanto al hipoclorito de sodio
(P = 0,0078; 0,00345 + 0,000950), el p-
cloro-meta-xilenol (P = 0,0020; 0,0936 +
0,00517) y el cloruro de benzalconio (P =
0,0313; 0,0192 + 0,0011). En todos los
casos las concentraciones bactericidas
fueron muy superiores a la obtenida
para la cepa de coleccién (12,5 mg/L
para el hipoclorito de sodio, 240 mg/L
para el p-cloro-meta-xilenol, y 40 mg/L
para el cloruro de benzalconio). Por
otra parte, los aislamientos hospitala-
rios susceptibles a la meticilina presen-
taron diferencias estadisticas con el p-
cloro-meta-xilenol (P = 0,0313; 0,056 +
0,00153), resultando las concentraciones
obtenidas el doble de la encontrada con
la cepa de referencia (240 mg/L). Asi-
mismo, se destaca que las diferencias
significativas encontradas, tanto para
los microorganismos sensibles como
para los resistentes a la meticilina con la
yodopovidona (P = 0,0156 y P = 0,0313,
respectivamente), se deben a que las
concentraciones bactericidas eficaces
fueron menores que o iguales a la ob-
tenida con la cepa de coleccién (62,5
mg/L). Sin embargo, al comparar las
SARM y las SASM no encontramos di-
ferencias significativas entre las con-
centraciones bactericidas eficaces con
ninguno de los germicidas ensayados.

En las cepas aisladas en los dos hos-
pitales argentinos que hemos estu-
diado, no hallamos ninguna asociacién
entre la resistencia a la meticilina y la
resistencia a los agentes quimicos eva-
luados. Los microorganismos fueron
mas susceptibles a la accién del diglu-
conato de clorhexidina al 20%, la yodo-
povidona al 10%, la tintura de yodo
débil, y el glutaraldehido alcalino al
2%. Sin embargo, entre las cepas resis-
tentes a la meticiliina, tres mostraron
mayor resistencia a los biocidas estu-
diados. Se trata de dos correspondien-
tes a S. aureus —una proveniente de la
unidad de transplantes renales y otra
del servicio de traumatologia— y una
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cepa de S. saprophyticus obtenida del
servicio de obstetricia. También obser-
vamos una mayor resistencia a los bio-
cidas en algunos aislamientos sensibles
a la meticilina: una cepa de S. aureus
procedente de un centro dedicado a las
enfermedades hemorragicas, y otra de
S. haemolyticus obtenida de un paciente
con enfermedad nefrolégica.

DISCUSION

Con el uso continuo de compuestos
quimicos con actividad antimicrobiana
se produce un proceso selectivo que
suele generar grandes inconvenientes,
principalmente en los ambientes hospi-
talarios. Es asi como en los ultimos
afios se ha visto que las bacterias han
desarrollado una alta capacidad para
adaptarse a los cambios y, a medida
que se introducen nuevos antimicro-
bianos, se generan nuevas resistencias.
Esto es preocupante, dado que tanto el
control como la erradicaciéon de los mi-
croorganismos involucrados en proce-
sos infecciosos se torna sumamente di-
ficil. Como establecieron Rubin et al. en
1999 (1), todo esfuerzo realizado por
reducir la incidencia de las infecciones
nosocomiales por los SARM y SASM
reducirfan el impacto econémico de
estas infecciones en la sociedad. Es en-
tonces necesario establecer cudl es la
relacién entre la resistencia a los anti-
bidticos y biocidas y cuéles de los bio-
cidas pueden seleccionar resistencia a
los antibiéticos (11).

Existe mucha informacién sobre los
biocidas mds adecuados para erradicar
a los microorganismos resistentes a los
antibidticos. Sakuragi et al. (12) halla-
ron una marcada variacién individual
en la respuesta a la yodopovidona al
10% y al gluconato de clorhexidina con
los SARM y SASM, al estudiar seis
cepas provenientes de un hospital uni-
versitario en el Japén. Por otra parte,
otros autores (13) recomiendan la yo-
dopovidona como antiséptico contra
las cepas grampositivas altamente re-
sistentes como los SARM, después de
analizar aislamientos clinicos obteni-
dos en hospitales alemanes y aisla-
mientos mutantes provenientes de di-
versos laboratorios.

Segtin Reimer et al. (14) la yodopo-
vidona produce la desnaturalizacién
enzimética, por lo que nunca genera
resistencia en los microorganismos.
Asimismo, Block et al. (15) utilizaron
un ensayo de germicidas en superficie
y concluyeron que este biocida es muy
eficaz contra los SARM y SASM, resul-
tados que coinciden con los hallados en
nuestros ensayos.

Con respecto a la eficacia de la clor-
hexidina, se ha sefialado que las cepas
de SARM son menos susceptibles que
las de SASM después de estudiar cepas
provenientes de un centro médico
para veteranos durante 4 afios (16),
mientras que Block et al. (15) indican
que el gluconato de clorhexidina tiene
igual accion. Otros investigadores han
observado que existe un bajo nivel de
resistencia mediada por pldsmidos
frente a la clorhexidina, principal-
mente en los SARM (17, 18). Por otra
parte, Mengistu et al. (19), después de
estudiar 48 aislamientos de un hospi-
tal general, sefialan que no hay asocia-
cién entre la resistencia a la clorhexi-
dina y la resistencia a los antibiéticos.
Los resultados obtenidos en nuestros
ensayos con el digluconato de clor-
hexidina indican una eficacia similar
de este desinfectante contra las cepas
resistentes y sensibles a la meticilina,
al igual que la tintura de yodo y el glu-
taraldehido alcalino.

Akimitsu et al. (20) indican que los
SARM son maés resistentes que los
SASM a la accién del cloruro de benzal-
conio; en cambio, nuestros resultados
muestran que, si bien estas diferencias
se observaron tanto con el amonio
cuaternario como con el hipoclorito de
sodio, las mismas no demostraron ser
estadisticamente significativas (P =
1,0877 y P = 0,4122, respectivamente)
cuando se comparo la respuesta de los
SARM y SASM entre si. El biocida fe-
noélico no mostré una buena actividad
contra las cepas resistentes y sensibles a
la meticilina analizadas en este trabajo.

Existe un amplio debate sobre la po-
sible correlacién entre la resistencia a
los biocidas y la resistencia a los anti-
bidticos. A pesar de que la resistencia
bacteriana a los germicidas es un pro-
blema reciente, se comunican resisten-
cias ambientales a estos compuestos
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desde hace varios anos. Entre ellas, la
resistencia de los estafilococos a los de-
sinfectantes catiénicos se ha observado
desde 1990 (21). Algunos autores (22)
sefialan que el uso extendido de anti-
sépticos y desinfectantes que contienen
triclosan puede favorecer el desarrollo
de la resistencia microbiana, en par-
ticular la resistencia cruzada a antibi6-
ticos. Jeljaszewicz et al. (23) destacan
que el empleo de los antibiéticos selec-
ciona directamente las variantes resis-
tentes a los antibiéticos o desinfectan-
tes, y que los elementos genéticos que
confieren resistencia a los desinfectan-
tes se hallan también presentes en los
plasmidos que confieren resistencia a
los antibiéticos. Esta pareceria ser la
respuesta a muchos de los interrogan-
tes, puesto que los microorganismos
bacterianos son sumamente adaptables
a los cambios ambientales producidos.

Es dificil saber si existe alguna re-
lacién entre la resistencia o suscepti-
bilidad a los biocidas y a los antibi6-
ticos, dado que la resistencia a los
antimicrobianos puede estar encade-
nada, pero no siempre se encuentran
indicios clinicos de esta relacién (17).
Si bien algunos autores han postulado
que algunos biocidas y antibidticos
podrian compartir una “diana” comuin
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(24), puede ser que los inhibidores que
provocan cambios morfoldgicos igua-
les o similares en las células bacteria-
nas por mecanismos diferentes no
estén asociados con los mecanismos de
resistencia relacionados (25).

Ciertos autores (26) sefialan que el
desarrollo de la resistencia a los anti-
bibticos no parece estar relacionado con
el incremento de la resistencia a los de-
sinfectantes. Mds aun, Russell y Path
(27) advierten que el uso extenso de los
antibiéticos en la medicina y la int-
roduccién de los antibidticos en la ali-
mentacion animal representan la pri-
mera causa de la resistencia bacteriana
a estas sustancias terapéuticas. Mien-
tras tanto, se han encontrado cepas con
susceptibilidad reducida a los biocidas
que también son poco susceptibles a
los antibidticos (28). Nuestros resulta-
dos evidencian la necesidad de poner a
prueba los antisépticos y desinfectantes
utilizados en los hospitales. Ademas,
indican que los estafilococos, indepen-
dientemente de su sensibilidad o resis-
tencia a la meticilina, presentan res-
puestas variadas ante la accién de los
mismos.

Existen pocas dudas de que los ais-
lamientos hospitalarios tienden a ser
menos sensibles a los biocidas que las
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ABSTRACT  Objective. To assess the response to the action of different antiseptics and disinfec-
tants usually used in Argentinian hospitals of hospital staphylococci sensitive and re-
] .. . sistant to methicillin. To test the effectiveness of the biocides by measuring their effec-
Efflcacy of biocides agalnst tive bactericidal concentrations, and to determine whether there is any correlation
hospital isolates of between biocide resistance and methicillin resistance in this bacterial population.
Staphylococcus sensitive Methods. The action qf seven bioc@des was testefi'against 25 strains of nosocomial
and resistant to methicillin Staphylococcus spp. sensitive and resistant to methicillin, and in Staphylococcus aureus
) . > ATCC 6538. Hospital strains were obtained from April, 2000 to May, 2002, from clin-
in the province of i, samples (blood culture, urine culture, catheter tip or abscess) from male and fe-
Buenos Aires, Argentina  male inpatients and outpatients at two tertiary hospitals. After isolation, antibiotic
sensitivity was tested with the agar diffusion method of Kirby and Bauer. The action
of hospital biocides on the strains was studied with the Kelsey-Sykes test, which es-
tablishes the effective bactericide concentrations of these compounds.
Results. The results showed that the response of strains sensitive and resistant to meth-
icillin varied in comparison to the collection strain. Chlorhexidine digluconate, povi-
done iodine, weak tincture of iodine and alkaline glutaraldehyde were effective against
most strains, regardless of whether they were sensitive or resistant to methicillin.
Conclusions. We found no indication of a relationship between resistance to methi-
cillin and resistance to biocides. Our study shows that further research is needed to
evaluate the efficacy of chemical agents against microorganisms that have been ex-
posed to antibiotic therapies.
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