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INTRODUCC ION

Debido a gue en muchos casos de contaminacién de solucio-
nes parenterales no hay una turbidéz visible, éste tema surgiéd
come resvpuesta a los accidentes en instituciones hospitalarias
en los cuales, las soluciones parenterales que se contaminan -
con microorganismos durante el almacenaje de grandes voliamenes
de éstos flulidos, los cuales al ser administrados a pacientes,
determinaron graves situaciones clinicas y en algunos casos la

muerte del paciente.

Cuando se examind este tema a raiz de una serie de acci--—
dentes medicos reales, se encontré que no habia antecedentes -
sobre la capacidad de éstas soluciones para servir como medio
de cultivo para microorganismos en el medio ambiente de los --
hospitales, tanto en la literatura nacional como del extranje-
ro disponible a nuestro alcance. Esta falta de informacidén a--
premio la necesidad de conocer la dinamica del crecimiento mi-
crobiano en soluciones parenterales para conoger sus riesgos.

Los objetivos que se intentan lograr en ésta Tesis, es de
conocer la capacidad nutricional de diversas soluciones paren-
terales de uso rutinario en hospitales, para varios microorga-
nismos que han demostrado ser contaminantes comines tanto del
medio ambiente hospitalario como de éstas soluciones. Asi mis-
mo, demostrar que en el caso de contaminacidén con bacterias --
gramnegativas se encuentra la cantidad suficiente de endotoxi-
na capdz de producir un fendémeno de Shwartzman en un modelo ex

perimental



Si bien es cierto que lo expresado anteriormente son los
objetivos centrales de éste trabajo, se planted la siguiente

hipbtesis:

Las soluciones parenterales de uso rutinario son
mediocs nutritivos excelentes para los microorga-
nismos, las cuales al sufrir una contaminacién -
pueden alcanzar concentraciones de microorganis-
mos peligrosas y no dar turbidéz visible, lo cual
al tratarse de bacterias gramnegativas que son -
capaces de producir endotoxinas, pueden producir
un shock endotéxico de graves consecuenciasg si -

son administradas a pacientes.



ANTECEDENTES

La administracion de liquidos parenterales por via -
intravenosa ha llegado a ser de amplio uso durante los Gl

timos setenta afios.

Hasta 1925, la solucidn parenteral usada con mas fre
cuencia fué la Solucidén Salina normal. Después de 1925 se
us6 extensamente la dextrosa para lograr soluciones isotd

nicas, que ademas son una fuente de calorias (1).

Al comienzo de¢e la década de los afios 1930, la admi--
nistracidén de una inyeccién intravenosa era una técnica -
importante, reservada para los pacientes gravemente afec-~
tados. E1 médico realizaba la puncién de la vena asistido
por la enfermera. E1 éxito de la terapéutica intravenosa
y el gran aumento de su uso, condujeron al establecimien-
to de um departamento de personal especificamente entrena
do para la terapéutica con perfusiones. En 1940, el Massa
chusetts General Hospital fué uno de los primeros hospita
les que dedicd una enfermera en exclusiva de terapéutica
intravenosa (2). Los servicios de la enfermera en cues-——-
tién consistia en la administracidén de soluciones intrave
nosas ¥y transfusiones, en el lavado de los equipos de per
fusidn, y en la limpieza y afilado de las agujas. Se le -
dié una importancia especial a la responsabilidad técnica
de mantener la perfusién, y de lograr que las agujas fue-
sen permeables. El Unico requisito que se le exigia a la
enfermera dedicada a la terapéutica intravenosa, es que -

tuviese la suficiente habilidad para realizar correctamen



te una puncidn venosa. =

Las mejoras y las innovaciones en el equipo han redu
cido los riesgos; Be dispone actualmente de equipos y agu
jas desechables, que reducen el riesgo de reacciones por
pirdgenos y de hepatitis. Antes de la Segunda Guerra Mun-
dial, se usaron extensamente las agujas de metal para per
fundir los liquidos parenterales. Las infiltraciones fre-
cuentes, asi{ como las dificultades que se producen con —-
las agujas metélicas, condujeron al desarrollo en 1945 de
los tubos flexibles de plastico conocidos como catéteres
intravenosos (3). Estos tubos se introducfian en la circu-
lacidén por medio de una aguja o0 disecando la vena. En —-
1952, Aubaniac (4) describié por primera véz el enfoque -
percutineo de la vena subclavia. En 1958 se introdujo el
"intracath". Este tipo de catéter ha reducido la necesi--
dad de disecciones venosas, que no dejan de ser procedi--

mientos quirGrgicos.

Pese a todos los avances de la tecnologia cientifica
y médica, las complicaciones han aumentado en proporcio—-
nes alarmantes. Nuestros conocimientos deben incluir ac--
tualmente la contaminacidén bacteriana, fingica y de mate-
ria particulada. Hoy en dia se dispone de filtros que elji
minan el acceso de las particulas, de las bacterias y de
los hongos al torrente circulatorio. El manejo y el uso a
decuado de éste equipo, son vitales para la seguridad del

paciente.

Los recipientes de cristal para liquidos estuvieron
disponibles por vez primera en 1929. Posteriormente se —-
han lanzado al mercado recipientes de plédstico, para el -
almacenamiento tantp de soluciones parenterales como de -

productos sanguineos.



Bisicamente hay tres tipos de sistemas de perfusidbn:
la bolsa de pléastico, el sistema abierto y el sistema ce-~

rado.

La bolsa de plastico es un recipiente popular para -
los liguidos parenterales; se transporta fécilmente con -
un riesgo minimo y se maneja con gran facilidad. Puesto -
que no tiene tubos de goma, se elimina el desgarro inter-
no y se reducen las particulas materiales. No se necesita
la insuflacidn de aire por lo que se reduce el embolismo
gaseoso ¥y la contaminacidn por gérmenes del aire. Los re-
cipientes de plastico pueden ser pinchados accidentalmen-—
te, lo cual crea una puerta de entrada para los microorga
nismos. Puesto que ias perforaciones pueden no ser eviden
tes, el recipiente debe ser exprimido antes de su uso. La
bolsa Viaflex estda sellada con una envoltura externa de -

polietileno, para rpoteger a la bolsa y a su contenido.

Las botellas de cristal cuentan con un vacio parcial
que hacen necesario las tomas de aire. Los sistemas Cutt-
er y Abbott son sistemas cerrados puesto que solamente se
permite la penetracifn de aire filtrado al recipiente; 1la
toma de aire que contiene el filtro, es una parte inte --
gral del equipo de administracién. El sistema abierto se
usa en los equipos Mc. Gaw y Baxter; el aire entra a tra-
vés de un tubo de pléstico al interior del recipiente, re

cogiéndose en el espacioc aéreo de la botella.

La literatura estéd repleta de advertencias concer-—-
nientes a los liquidos intravenosos y a los equipos de ad

ministracién como vehiculos potenciales de la transmisién



de infecciones en los hospitales. Varios casos de septice
mia y fungemia han sido atribuideos directamente a contami
nacién de los aparatos intravenosos en uso, y de las solu
ciones (5,6). En 1969, se estudiaron treinta y tres pa---
cientes con septicemia fingica por un periodo de 18 meses
en el Hospital de la Universidad de Minnesota. Esta com--
plicacién fué la causa primaria de muerte en trece pacien
tes. Se encontrd una correlacidén con una cateterizacién -

intravenosa prolongada (6).

Desde 1970 a 1971, se produjeron 150 casos de bacte-
remia asociada con tratamiento intravenoso, en ocho hospi
tales de los Estados Unidos de Norteamerica. Estos casos
presentaron €l comin denominador de haber usado en tocdos
ellos soluciones intravenosas de un fabricante principal
(7,8); se encontraron bacterias gramnegativas contaminan-
do el equipo estéril. De resultas de ello, el Center for
Disease Control (CDC) realizdé un estudio de todos los siE
temas intravenosos comerciéles que se usaban en los hospi
tales. El estudio demostrd el predominio minimo del 6% de
contaminacién dentro de los tubos y botellas, después de
haber usado el equipo de infusidén. Se vié que existfan de
terminadas condiciones que podfan contribuir a la contami
nacién: las caracteristicas del propio aparato y las mani
pulaciones de los equipos y de las soluciones por el per-
sonal del hospital. 8e vi6 que dicho personal carecia de
una comprensién real de la asepsia y que, por lo tanto, -

no realizaba una técnica aséptica.



MATERTAL Y. METODO

Se utilizaron las siguientes soluciones parentera--
les: Solucién de Hartmann, Solucidn Salina al 0.85%, Solu

cidén Dextrosa al 5% y Solucidén Manitol al 20%.

Se emplearon los siguientes microorganismos: Entero-

bacter aerogenes, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas

aeruginosa, Candida albicang y Bacillus subtilis.

Cada una de las soluciones parenterales, fué trabaja
da por triplicado con cada uno de los microorganismos ya
mencionados, se cuantificd el nimero de unidades formado-
ras de colonias por mililitro de solucidén parenteral, des
de las cero horas y cada 24 horas hasta completar siete -
dias.

Al mismo tiempo se tomaron dos alicuotas mias, una de
las cuales sirvié para demostrar la presencia de turbidéz
en los frascos, la cual fué cuantificada en un espectrofpo
témetro Beckman.

La otra alicuota se empleé, en el caso de las bacte-

rias gramnegativas Enterobacter aerogenes y Pseudomonas -

aeruginosa, para demostrar la presencia de endotoxinas, -

por el fendémeno de Shwartzman localizado en conejos.

I.- PRUEBAS DE ESTERILIDAD

Antes de ser inoculados los frascos de soluciones pa

renterales, se les practicé una prueba de esterilidad con



sistente en tomar un mililitro de cada frasco asépticameg
te, ¥ ponerlo en placas de petri estériles, para poste———
riormente emplear la técnica de vaciado en placa con agar

de Soya y Tripticasa fundido.

I1.- PREPARACION DE LOS INOCULOS

Para la elaboracidén del inéculeoc se prepararon matra-—
ces de 125 ml. conteniendo cada uno 50 ml. de caldo de So
y2 y Tripticasa. Cada matriz se inoculé con una asada de
cada bacteria, proveniente de un cepario de la coleccién
del Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medi-
cina y fueron incubados estaticamente a 37°C. durante 18

horas. Para Candida albicans se utilizdé caldo de Sabou——-—

raud y se incubd estaticamente & 37°C. por 18 horas. Pasa
do este tiempo se hicieron diluciones a partir de cada ma
trdz en tubos conteniendo 9 ml. de agua destilada estéril,
hasta tener una dilucidn tal que 1 ml. de ésta dilucidn -~
al ser inoculada en los frascos de solucidén parenteral, -
dé una concentracidén de 10 unidades formadoras de colonia

por mililitro.

Fué necesario hacer las siguientes correcciones a --
los infculos: para la Solucibén Manitol al 20% el indculo
fué ajustado a lO4 unidades formadoras de colonias por mi
lilitro para todos los microorganismos, debido a que no -
fué posible observar desarrollo y obtener cantidades esta
disticamente aceptables. Por ésta misma razdn el indculo

de Bacillus subtilis en Solucibédn Salipna al 0.85% y Dextro

sa al 5% fué modificado a 103 unidades formadoras de colo

nias por mililitro.



I11,- CUANTIFICACION DE LAS UNI-
DADES FORMADORAS DE COLONIAS

Ya inoculados los frascos de solucidén parenteral, —--
fueron tomadas tres muestras; una fué utilizada para el =
recuento de las unidades formadoras de colonias, oftra se
utilizé para el estudio de turbidimetria, y la tercera --

fué utilizada para la demastracidén de endotoxinas.

Tomadas las muestras correspondientes a las 0 horas,
se almacenaron los frascos de solucié? parenteral a tempe
ratura ambiente, para simular las condiciones de almacena
jes La muestra correspondiente al estudio turbidimétrico
fué procesada inmedistamente, mientras que otra de las --
muestras fué guardada en refrigeracién, para posteriormen

te demostrar la presencia de endotoxinas.

E1l recuento de las unidades formadoras de colonias a
las O horas se realizdé tomando 1 ml. directamente del ——-—
frasco recién contaminado artificialmente y depositandolo
en una placa de petri y afiladiendoc 20 ml. de agar Soya y -
Tripticasa fundido a 40°C. para contar directamente las u

nidades formadoras de colonias iniciales.

El recuento de las unidades formadoras de colonias a
las 24 horas de ser inoculados los frascos sSe¢ realizb6 me-
diante la técnica de dilucidon y vaciado en placa. Se tomd
1 mi. de cada frasco contaminado artificialmente, se hi--
cieron las diluciones necesarias en tubos conteniendo 9ml
de agua destilada estéril, calculando la dilucidén que con

tuviera la dilucién estadisticamente adecuada (30 a 300 u
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FC/ml.). De éstas diluciones se tomé 1 ml. que se deposi-
té en cajas de petri estériles a los cuales se les vaciéb

20 ml. de agar de Soya y Tripticasa fundido, las cuales -
después de ser agitadas se guardaron en incubacidén a 37°C
por 24 horas. Después de ser incubadas fueron cuantifica-
das las colonias de lafo las placas que tuvieran de 30 a

300 unidadeé formadoras de colonias por mililitro, ya fue
ra directamente o con la ayuda de un aparateo cuentacolo--
nias. Este procedimiento se repitid cada 24 horas hasta -

completar 168 horas (7 dias).

IV,- DEMOSTRACION DE TURBIDEZ

Para la demostracion de la turbidéz en los frascos —--
contaminados artificialmente, se tomaron alicuotas desde
el momento de la inoculacibn, o sea desde las O horas, Yy
cada 24 horas hasta 168 horas. Estas muestras fueron lei-
das directamente en un espectrofotémetro Beckman a 530 nm

de longitud de onda.

V.- DEMOSTRACION DE ENDOTOXINAS

Para demostrar la presencia de endotoxinas en los —-—
frascos contaminades artificialmente con bacterias gramne

gativas como lo fueron Enterobacter aerogenes y Pseudomo-

nas aeruginosa, se procedid primeramente a la extraccién

de las endotoxinas de las cepas patrén, mediante la técni

ca que a continuacibén se describe:

Del cultivo stock de Enterobacter aerogenes y Pseudo

monas aeruginosa, se inocularon dos tubos de 16x150 mm. -




conteniendo 5 ml. de caldo de Soya y Tripticasa, incub&n-
dose 4 horas a 37°C. Se inoculé con éste caldo un matriz
Erlen Meyer de 250 ml.conteniendo 60 ml. de caldo de Soya -
y Tripticasa, incubindose a 37°C. con agitaciénm durante 4
horas. De éste cultivo se inocularon 6 matraces de 2 li--
tros conteniendo 200 ml. de caldo de Scya y Tripticasa. -
Se incubaron por 18 horas con agitacién a 37°C, Este cul-
tivo fué centrifugado y lavado con Solucién Salina dos ve
ces con centrifugacidn a 4000 x g durante 15 minutos y se

cado.

Se suspendieron aproximadamente 3 gramos de los mi-—-
croorganismos secos en 350 ml. de agua a 65-68°C., se a=--
gregaron 350 ml. de fencl al 20% a 65-68°C. Se agitd la -
mezela por 20 minutos a la misma temperatura. Se enfrié -
después de éste tiempe a 5-10°C.. .y se centrifugd. La fase
acuocsa fué decantada y la fase fenflica fué tratada otra
véz con 300 ml. de agua a 6B°C. y después fué enfriada. -
Se separé la segunda fase acuosa. las dos fases acuosas -
fueron dializadas contra agua destilada por 48 horas con
tres cambios de agua. las fases acuosas ya dializadas fue
ron concentradas a 10 a 15 ml. y posteriormente todo fué
centrifugado para remover insolubles. La endotoxina fué -
precipitada con 10 volimenes de etanol en presencia de u-
na pequefia cantidad de acetato de sodio. E1 precipitado -
fué lavado con etanol y acetona y posteriormente fué di--

suelto en agua y liofilizado.

Para demostrar la presencia de endotoxinas en los --
frascos de solucidén parenteral contaminadas artificialmen
te con bacterias gramnegativas, se procedidé a inyectar in

tradermicamente en el lomo de conejos blancos rasurados,



0.1 ml. de los sueros, que tenian siete dias de incuba——-—
cién a temperatura ambiente, y pasadas 24 horas, se proce
dié a inyectar por via intravenosa en la vena marginal -~
del conejo 0.5 ml. del extracto de la endotoxina para de-
sencadenar el fenémeno de Shwartzman.

Se tuvieron que hacer éorrecciones para la obtencidn
del fendémeno de Shwartzman: todas las soluciones que se -
estudiaron tuvieron que ser concentradas diez veces por e
vaporacibén a bafio de agua y de ahi se tomd 0.1 ml. para -

ser inyectados en el lomo de los conejos intradermicamen-
te.



RESULTADOS

.- CUANTIFICACION DE LAS UNI-
DADES FORMADORAS DE COLONIAS

: El resultado que se obtuvo en los estudios con Solu-
cién Salina al 0.85% se expresa en la gradfica nimero uno,

donde se observa un gran desarrollo de Enterobanter aero-

genés y de Staphylococcus epidermidis del orden de 1050n1

dades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/ml.) en un
tiempo de 3 y 5 dias respectivamente, para luego observar
una lenta disminucién del namero de UFC/ml. al término de

el séptimo dia.

Contrariamente, se obszserva un pcbre desarrollo en el

caso de Candida albicans, que presenta su nivel mas alto

de desarrollo al primero y segundo dia con cantidades del
2

orden de 10 UFC/ml., presentédndose un descenso en el ni-

mero de Unidades Formadoras de Colonia y desaparicidén to-

tal del inéculo al séptimo dia.

Resultados similares se observan para Pseudomonas ae

ruginosa con un desarrollo del orden de 102 UFC/ml. en el
primero y segundo dia y la desaparicién total del indcu-

lo hacia el tercer dia.

En ‘el caso de Bacillus subtilis, como ya se menciond

anteriormente, el inéculo fué ajustado a 103UFC/ml. por—--—

que como lo expresa la grédfica numero uno, se observd un

’ 13
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marcado descenso al primer dia, para mantenerse constante
hasta el cuarto dia, para posteriormente decrecer lenta--

mente hasta el séptimo dia.

El comportamiento de los microorganismos frente a la
Solucién Dextrosa al 5%, se ve representado en la grifica
nimero dos, donde 8e observa el crecimiento muy similar -

entre Enterobacter aerogenes y Candida albicans, mostran-

do el méaximo desarrollo alrededor del cuarto ¥y quinto dia
del orden de 105 UFC/ml., manteniéndose asi hasta el sép-

timo dia.

E1l Staphylococcus epidermidis muestra un desarrollo

muy rédpido, alcanzando su nivel mas alto al segundo dia,

4
con captidades del orden de 10 UFC/ml.

Como ya se menciond anteriormente, el inéculo de Ba-

cillus subtilis fué ajustado a 103 UFC/ml., observéndose

de inmediato una brusca caida en la cuenta bacteriana has
ta el segundo dfia, donde llega a nivel de 102 UFC/ml. man

teniéndose con un ligero descenso hasta el séptimo dia.

En el caso de Pseudomonas aeruginosa observamos que

experimenta un pobre desarrollo, obteniendo sus mas altos
valores al primer dia con cantidades de 85 UFC/ml., mos--
trando posteriormente una disminucidn del numero de Unida

des Formadoras de Colonias para conclufir al tercer dia.

En la grafica nimero tres se ve representado el com-
portamientb de los microcrganismos empleados frente a la

solucién de Hartmann. En ésta grafica observamos que Pseu
1020091569
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domonas aeruginosa obtiene un gran desarrollo del orden -

de 106 UFC/ml. al cuarto dia, observédndose un comporta-——

miento similar para Enterobacter aerogenes y Staphyloco--

ccus epidermidis, ¢on recuentos de IOSUFC/ml. alrededor -

del tercero y cuarto dias.

En el caso de Candida albicans observamos el maximo

desarrollo hacia el segundo dfia, donde alcanza niveles de
casi 104 UFC/ml. para posteriormente decrecer hasta el —-

séptimo dia.

Aqui observamos que Bacillus subtilis muestra un es-

-

caso desarrollo, alcanzando su recuento mas alto al pri--

mer dia codn cantidades de 85 UFC/ml. para luego desapare-

cer completamente al tercer dia.

En la gr&afica numero cuatro se observa el comporta—-—
miento de los microorganismos estudiados frente a la Solu
¢idén Manitol al 20%, donde se muestra un desarrollo simi-
lar entre todos los microorganismos. Debemos recordar que
el indéculo inicial para todos leos microorganismos frente
a ésta solucidén parenteral, tuvo que ser ajustado a 104 U

FC/m1l.

En la grédfica se observa un comportamiento similar -
entre todos los microorganismos. Mientras que Enterobac-—-

ter aerogenes y Pseudomonas aeruginosa registran un peque

fio desarrollo al primer dia con cantidades de 4x104 y 7.5
xlO4 UFC/ml. respectivamente, o sea niveles no muy por en

eima del inéculo inicial, Staphylococcus epidermidis tam-

bién logra un desarrollo similar pero al tercer dia, para
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TABLA # 1
SOLUCION PARENTERAL MICROORGANISMO UFC/ml DIA
SOLUCION SALINA AL 0.85% Enterobacter aerogenes 4x105 3
Cada 100 ml. contienen: Staphylococcus epidermidis 1x105 5
Cloruro de sodio...0.85 g. Candida albicans 4x102 2
Agua inyectable...... c.b. Bacillus subtilis 2x102 1
Pseudomonas aeruginosa 1x10° 1
SOLUCION DEXTROSA AL 5% Enterobacter aerogenes 4x105 4
Cada 100 ml. contienen: Candida albicans 4x105 7
DextroSa.ceccecacecscans 5 g. Staphylococcus epidermidis 2x104 2
Agua inyectableé.......C.b. Bacillus subtilis 1x102 2
Pseudomonas aeruginosa 8x101 1
SOLUCION DE HARTMANN Enterobacter aerogenes 4x106 4
Cada 100 ml. contienen: Pseudomonas geruginosa 6x105 4
Cloruro de sodioc.....0.60g. Staphylococcus epidermidis 2x105 3
Cloruro de potasio...0.03g. Candida albicans 9x103 2
Cloruro de calcio..,.0.02g. Bacillus subtilis 9x101 1
Lacteto de sodio..... 0.31g.
Agua inyectable........C.b.
SOLUCION MANITOL AL 20% Pseudomonas aeruginosa 8x104  E
Cada 100 ml. contienen: Staphylococcus epidermidis 8x104 2
Manitol..eciiseraveeca20 g, Enterobacter aerogenes 4x104 1
Agua inyectable.......c.b. Bacillus subtilis 1x104 0
Candida albicans 1x104 0




\
posteriormente experimentar un brusco descenso y desaparii

cién de la cuenta bacteriana para estas tres bacterias en

tre el tercero y quinto dfa del experimento.

Contrariamente, Candida albicans y Bacillus subtilis

no registran nipngin desarrollo, cayendo su recuento celu-
lar desde el primer dfa, obteniéndose sus niveles mas baz

jos hacia el segundo ¥y guinto dia respectivamente.

La tabla ntimero uno representa la compoeicidédn quimi-
ca de cada solucién parenteral, y hace una relacién compa
rativa en orden decreciente con los maximos valores de u-
nidades formadoras de colonias por mililitro alcanzados -

por los mic¢roorganismos.

Se observa que Enterobacter aerogenes et el que tie-

ne mayor desarrollo en Solucién Salina al 0.85% junto con

Staphylococcus epidermidis con valores semejantes del or-

den de 105UFC/ml.. seguidos por Candida albicans, Baci——-—

1lus subtilis y Pseudomonas aeruginosa, €éstos Gltimos con
2
valores de 10 UFC/ml.

Para Solucién Dextrosa al 5% se observa el mayor de-

sarrollo con Enterobacter aerogenes y.Candida albicans, -

con valores del orden de 1050FC/m1., seguidos por orden -

decreciente de Staphylococcus epidermidis, Bacillus subti

lis y Pseudomonas aeruginosa.

En el caso de Solucién de Hartmann se observa el mas

alto desarrdllo alcanzado por Enterobacter aerogenes con

cantidades de 106UFC/ml., seguido por Pseudomonas aerugi-
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5
nosa y Staphylocozcus epidermidis, condesarrcllo de 10 U

FC/ml.. Para Candida albicans y Bacillus subtilis se ob—~—

3y 10 vrc/ml.

serva poco desarrollo con cantidades de 10

respectivamente.

En el caso de Sclucidn Manitol al 20% no se observa
desarrollo significativo, ya que el méximo desarrolleo al-
canzado por cualguiera de los microorganismos no Socobrepa~-
sa el orden del inéculo que fué ée 104 UFC/ml., observan-
dose éste misme comportamiento para todos los microorga--—

nismos.

La gréafica nlmero cinco representa otro aspecto com-—
parativo de éste trabajo. En este caso se hace una compa-
racién de un scolo microorganisme frente a todas las soclu=-
ciones parenterales con el fin de relacionar gqué tipc de
solucién o soluciones parenterales son mas suceptibles a
desarrollar el crecimiento de éstos microorganismos.

Enterobacter aerogenes

Se observa que por lo general Enterobacter aerogenes

se desarrolla bién en casi todas las soluciones parentera

les, tomando en cuenta que el indculo para Solucidén Mani-
a ;

tol al 20% fué de 1x10 UFC/ml, Aqui se muestra el maximo

desarrollo con Solucidén de Hartmann.

Staphylococcus epidermidis

La gré&fica niGmero seis es el caso de Staphylococcus

epidermidis, donde se observa también un buen desarrollo
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frente a todas las soluciones parenterales estudiadas, ob
servandose una ligera preferencia por la Solucién de Hart

mann.

Pseudomonas aeruginosa

Con la grafica nimero siete, vemos que Pseudomonas -

aeruginosa muestra poca preferencia por la Solucidn Sali-

na al 0.85% y por Solucién Dextrosa al 5%, en contraste -
con el desarrollo observado con Solucidén de Hartmann. Re-
cordamos que el indculo con Solucidédn Manitol al 20% fué -
de 1x104 UFC/ml., para observar que se obtuvo poco desa--—

rolle de esta solucién parenteral.

Candida albicans

E1l caso de Candida albicans se observa en la préfica

nimero ocho, donde se obtiene niveles de desarrollo mode-
rados, claro estid, tomando en consideracién la correccidn
hecha para Solucidén Manitol al 20%. Solucibén Dextrosa al

5% muestra un buén desarrollo a &ésta levadura.

Bacillus subtilis

En la grafica nimero nueve, correspondiente a Baci--

llus subtilis, se observa un pobre desarrollo frente a to

das las soluciones parenterales en general, recordandose

que el indéculo de Solucidn Manitol al 20% fué el valor a-
4

qui registrado, o sea 1x10 UFC/ml. observéndose ningin -

desarrcllo en este caso.
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IT,~ CUANTIFICACION DE TURBIDEZ

Los resultados obtenidoe del estudio espectrofotomé-
trico de los microorpanismos frente a solucidén salina al
0.85% se expresan en la gré&fica nimero diez, donde se ob-
servan los valores obtenidos de absorbancia. Se observa -
gque a una concentraciédn de microorganismos arriba de 105
UFC/ml. se registran valores de absorbancia de 0.002, pa-
ra concentraciones mayores de 104 UFC/ml. se registran va
lores de absorbancia de 0.001, mientras que valores por 2

bajo de 104 UFC/ml. se observan valores de absorbancia de
0.000.

En la grafica nimero once, correspondiente a solu--—-
cién Dextrosa al 5%, se observan las lecturas de absorban
cia para los microorganismos estudiados. Se observam valo
res de absorbancia de 0.002 para niveles de concentracidn
arriba de 105 UFC/ml. Concentraciones arriba de 104 UFC/-
‘ml. registran valores de absorbancia de 0.001. En esta —-
grédfica e€s necesario hacer la aclaracidén de los valores -

obtenidos para Candida albicans. Debido a que el tamafio -

de la cé&lula de levadura es mucho mayor al de las demas -
bacterias estudiadas y la gran concentracidn de unidades
formadoras de colonias por mililitro obtenida frente a es
ta solucidén parenteral, si se observd turbidéz visible y
espectrofotométricamente sé observaronrvalores hasta de -
0.015 de absorbancia en su maxima concentracién alcanzada
Los valores para Candida se expresan sobre cada punto de

la gré&afica.
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La gréafica nimero doce correspondiente a Splucidn de
Hartmann muestra valores de absorbancia similarek a los =-
obtenidos para las otras soluciones parenterales. Se ob--
servan valores de absorbancia de 0.002 para concentracio-

nes arriba de 105 UFC/ml. obteniéndose valores de 0.001 -

& UFC/ml. y por debajo de ésta

para concentraciones de 10
concentracién, los niveles de absorbancia registrados son

dée 0.000.:

La grafica nimero trece que corresponde a Solucién -
Manitol al 20%, se observa que para los niveles de concen
tracién arriba de 104 UFC/ml. se obtienen valores de ab——
sorbancia de 0.001 y por debajo de esta concentracidn se

registran valores de absorbancia de 0.000.

IT1.- DEMOSTRACION DE ENDOTOXINAS

La presencia de endotoxinas quedd demostrada al lle-
varse a cabo la reaccidén de Shwartzman en conejos, median

te la técnica anteriormente mencionada.

Se observé en los sitios de inoculacidén zonas de eri
tema y necrosis. Las zonas de mayor reaccién observadas -

fueron de Enterobacter aerogenes con Soluciédn Salina al =

0.85%, Solucidén Dextrosa al 5% y Solucidbén de Hartmann, --
con zonas que van de 5 a 7 mm. de didmetro del eritema; -
en cambio con Soluciédn Manitol al 20%, la reaccidn erite-

matosa fué de cuatro mm. de didmetro.

Para Pseudomonas aeruginosa se observaron zonas de e

ritema de 4 mm. de didmetro con Solucién Salina al 0.85%,

Solucidén Dextrosa al 5% y Solucidén Manitol al 20%, obser-



vindose 6 mm, de diametro en el eritema con Solucién de -

Hartmann.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Como se observan en 137 primeras graficas (1 a 4), los -
resultados referentes al desarrollo de todos los microorganis
mos en cada una de las soluciones parenterales, en la mayoria
de ellas se demostrd un buén desarrollo de los microorganis—-
mos, salvo en soluciones con solutos a alta concentracidn, co
mo lo es la Solucién de Manitol al 20% (gré&fica # 4), donde -
debido a la gran presidén osmdtica que se ejerce sobre los mi-
croorganismos, no hay multiplicacién microbiana, evidenciéndo

se asi una baja o nula capacidad de contaminacidén de la misma

Otro caso es el de la Solucidén Salina al 0.85%, en la —-
que a pesar de no contener nutrientes, estimula un buén desa-

rrollo de Enterobacter aerogenes y Staphylococcus epidermidis

hacia el tercer dfa. Esto podrfia explicarse porque ésta solu-—
cidén parenteral provee, si no nutrientes, si un medio isoténi
¢co propicio en el que el metabolismo enddgeno continda y qui-
z& la presencia de sustancias contaminantes del c¢loruro de so

dio dque actian como nutrientes.

La Solucidén Dextrosa al 5% (gr&fica # 2) al igual que 1la
anterior, provee de un medio isoténico, ademas de un carbohi-
drato como nutriente, la glucosa, que es utilizable metaboli-
camente por casi todas las bacterias ensayadas. Se observé —-

gque €l desarrollo se ve FTavorecido para Enterobacter aeroge--

nes, Candida albicans y Staphylococcus epidermidis.

En contraste con las soluciones parenterales anteriores,

donde se observa el desarrollo de unas bacterias pero de o0——-
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tras no, la Solucidén de Hartmann es capaz de estimular el cre
cimiento de todos los microorganismos inoculados. Posiblemen-—
te esto se puede explicar porque su contenido es mas rico en

sales y lactato de sodio, el cual es utilizado ripidamente en
el metabolismo. Como se observa en la gréafica # 3, el desarro
llo ée las diversas bacterias fué bueno, aldn asi para Baci——-

llus subtilis que aunque mostiré poco desarrollo, debemos to--

mar en cuenta gue partié de un .indculo igual 2l de los demés,
no asi en las otras soluciones parenterales donde €l indculo
tuvo que ser mayor. El1 lactato, por otro lado, no es utiliza-

do en forma igual por todos los microorgenismos.

En los resultados que se obtuvieron del estudio de turbi
déz, se observan datos similares para todas las bacterias, o
sea, que a pesar de haber alcanzado una concentracidn celular
hasta de un millén de¢ unidades formadoras de colonias por mi-
lilitro (1x106UFC/ml.), los resultados de Absorbancia obteni-
dos fueron tan bajos que no representan una turbidéz aprecia-

ble a simple vista.

Solamente Candida albicans en Solucién Dextrosa al 5% ——

(grafica # 11) debido al gran desarrollo que presenta y a que
el tamafio de la célula de levadura es considerablemente mayor
que el de las bacterias, se observdé una turbidéz visible des-

de concentraciones de 1 x IOGUFC/ml.

Este dato es de grén interés, ya que soluciones aparente
mente transparentes, son capaces de albergar hasta-lxlO6 bac-
terias por mililitro, de manera tal que la mera inspeccidn vi
sual por una enfermera, médico & cualquier persona, noé es una

forma confiable de decir que una solucidn parenteral no esté

]
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contaminada. El esterilizar la solucibén, tampoco es una forma
de resolver el problema, ya que ain las células bacterianas -

muertas son capaces de causar shock endotdxico (34).

Los resultados obtenidos en este trabajo, ponen de mani-
fiesto la necesidad de crear conciencia, tanto en el personal
que interviene en la elaboracidn de las soluciones parentera-~
les como del que las transporta, almacena y administra, ya --
gque el riesgo de gque se contaminen por mal manejo puede atra-

er graves consecuencias,

Antes de ser usados los recipientes deben ser examinados,
preferiblemente a la luz y con un fondo obscuro, para visuali
zar si hay fisuras, defectos, turbidéz y particulas; los reci
pientes de pléstico deben ser exprimidos para detectar cual—-—
quier agujero. Puede producirse una puncién accidental de 1la
bolsa =sin gue sea evidente, proporcionando una puerta de en--
trada a los microorganismos (4). Cualquier botella con una fi
sura o un defecto debe ser considerada sospechosa y se debe -
rechazar. Cualquier botella de cristal que carezca de vacio -

al abrirla, no debe ger usada.

Los estudios llevados por Hansen y Hepler (35), demostra
ron que los liguidos intravenosos de un sistema intravenoso -
de flujo abierto (sin filtro de aire) puede llegar a contami-
narse con los microbios del aire cuando el recipiente al va-=-
cio se llena con aire no estéril. Cuando se llena un recipien
te de cristal de un litro, penetran aproximadamente 100 ml. -~
de aire para reemplazar el vacio. En las zonas con una .concen
tracién alta de particulas en el a@re, la contaminacién de -~

liquidos no protegidos, es un riesgo potencial.



Varios estudios (6,7,9,13) han demostrado que los liqui-
dos intravenosos y los equipos suelen contaminarse mientras -

se usan. Cuanto mas tiempo esti el recipiente en uso, mayor

]

es la proliferacién de bacterias y mayor la infeccién en el —
caso de que se produzca inadvertidamente la contaminacidén. E1l
uso de recipientes de 250 mli. reduce el tiempo de uso del re-
cipiente y el riesgo de que los liquidos a perfundir se pasen

de fecha.

.

Varios estudios (7,8,9), han demostrado que una vez que
los microorganismos capaces de crecer en el lIquido de infu--—
8ién son introducidos en un sistema en uso, pueden seguir mul
tiplicandose en los tubos del aparato de infusidn si se con--
gerva el mismo equipo, pese a los cambios frecuentes de la bo
tella. Otros estudios han revelado ulteriormente que el cam-—-—-
bio rutinario completo una vez al dia de todos los aparatos -—
de administracién, especialmente en el momento de reemplazar
los artificios de infusién (catéteres de polietileno, agujas,
etc.), puede disminuir enormemente el riesgo de contaminacién
extrinseca al impedir que los microorganismos introducidos se

propaguen a gran escala (8).

Se debe comprender que la contaminacién por contacto es
el foco principal de infececibén y que, aunque las protecciones
con flujo laminar impiden la contaminacidén aérea, no aseguran
la esterilidad cuando se produce un fallo en la técnica asép-

tica.



RESUMEN

Se utilizaron cuatro soluciones parenterales diferen
tes de uso rutinario en hospitales; Solucién Salina al -—-
0.85%, Solucidbén Dextrosa al 5%, Solucidn de Hartmann, So-
lucidén Manitol al 20%. Cada solucidn parenteral fué conta
~minada artificialmente con una pequejfia alicuota de micro-
"organismos que han demostrado ser contaminantes ambienta-
les, como de.éstas soluciones. Los microorganismos emplea

dos fueron: Enterobacter)aerogenes, Pseudomonas aerugino—

sa, Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermidis y Candi

da albicans.

Se cuantificaron las unidades formadoras de colonias
per mililitro de solucidén cada 24 horas, por un espacio -
de siete dias. Al mismo tiempo, se tomaron alicuotas para
demostrar turbidéz espectrofotométricamente a una longi-=
tud de onda de 530 nandmetros cada 24 horas, por un espa-

cio de siete dias.

Para la demostracidon de la presencia de endotoxinas,
se tomaron muestras de los frascos contaminados artifi-—-—-

cialmente con bacterias gramnegativas (Enterobacter aero-

genes y Pseudomonas aeruginosa), se concentraron a Bafio -

Marfa 10 veces y se procedié a la inoculacién en el lomo
de conejos rasurados para la observacién del fendmeno de

Shwartzman.

Quedd demostrado en este experimento la capacidad de

- ciertas soluciones parenterales, como en el caso de Solu-

39
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cién de Hartmann, como excelente "medio de cultivo" para

la mayorfia de los microorganismos estudiados, asi como s0
luciones parenterales précticamente incapaces de sostener
un medio propicio para el desarrollo de éstos, como es el

caso de Solucién Manitol:zal 20%.

También se concluyé gue a pesar de no haber una tur-
bidéz visible, las soluciones parenterales son capaces de

produrir un fendémeno hemorrigico en un modelo experomen——
tal.
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