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RESUMEN

Se elabordé un estudio prospectivo, aleatorizado y controlado con la
finalidad de evaluar el efecto de cuatro protocolos de desinfeccion (PI: Alcohol
etilico; P2: Yodo-povidona, solucion al 10%; P3: Cloruro de benzalconio al 1%;
P4: Clorhexidina solucion al 2%), sobre el nUmero de unidades formadoras de
colonias (UFC’s) que representa a la microbiota cutanea. Se utilizaron 8
caballos adultos de edad indefinida, libres de ulceraciones dérmicas, dermatitis
o edema, localizados en caballerizas independientes, pertenecientes al Lienzo
Charro Estado 29, en Mexicali, Baja California. A cada menudillo se le asigno6 1
de 4 tratamientos, los cuales fueron aplicados sobre la cara lateral de cada
menudillo. Las unidades experimentales fueron sedadas con xilacina al 10%
con una dosis de 1.1 mg/kg. La recoleccion se llevo a cabo palmar/plantar al
gran metacarpiano y 2 cm distal al 4to metacarpiano. La toma de la muestra se
estandarizé posicionando lateralmente el hisopo y haciéndolo tener contacto
con el pelo, se gir6 suavemente para quedar en contacto con la piel, y de ahi
se rotd hasta dar una revolucion completa. Para determinar el numero de
unidades formadoras de colonias (UFC’s), el sobrenadante se diluyé en serie
en 1:10, 1:100 y 1:1000, y subsecuentemente se aplicé 1ml en placas de agar
sangre e incubo por 24 hrs. Las UFC’s se contaron manualmente después de
incubarse por 24 hrs. El porcentaje de reduccion bacteriana se determin6 con
la siguiente férmula (UFC’s antes de protocolo — UFC’s después de protocolo)
(100)JJUFC’s antes de protocolo. Los datos fueron evaluados para significancia
estadistica utilizando ANOVA. Se observé diferencia estadisticamente
significativa (P < 0.05) al comparar el grupo control vs el resto de los
tratamientos. Al mismo tiempo, no se observo diferencia estadisticamente
significativa (P > 0.05) entre los tratamientos CB, YP y CL. En base a los
resultados observados podemos concluir que en respuesta a la utilizacion de
Cloruro de benzalconio, Yodo povidona o Clorhexidina como antiséptico bajo
condiciones similares a las del presente estudio, se pueden esperar resultados

similares, pudiéndose entonces utilizar cualquiera de ellos para tal fin.



ABSTRACT

A prospective, randomized and controlled trial was made in order to assess the
effect of four disinfection protocols (PI: Ethyl Alcohol;) P2: Povidone-iodine,
10% solution; P3: Benzalkonium chloride 1%; P4: Chlorhexidine 2% solution),
over the number of colony forming units (CFU) that represents the cutaneus
microbiota. Eight adults horses of indefinite age were used. They were free of
dermal ulcers, dermatitis, or oedema, and localized in independant stalls,
belonging to the Lienzo Charro State 29, in Mexicali, Baja California. It were
assigned to each fetlock 1 of 4 treatments, which were applied over the
respective lateral face. The experimental units were sedated with xylazine 10%
with a dose of 1.1 mg/kg. The sampling took place palmar / plantar to the large
metacarpian and 2 cm distal to the 4th metacarpian. The sampling were
standardized positioning the swab laterally and making it come into contact
with the hair, twisting it gently until achievement contact with the skin, then it
was rotated until achieving complete revolution. To determine the number of
CFU’s, the supernatant was diluted serially in 1:10 and 1:100 and 1:1000, and
subsequently applied 1 ml on agar blood plates and incubated for 24 hrs. The
CFU's were counted directly after incubated for 24 hrs. The bacterial reduction
percentage was determined with the following formula (100) [(CFU's before the
protocol — CFU's after the protocol)] /CFU before the protocol. Data were
evaluated for statistical significance using ANOVA. Statistically significant
differences were observed (P < 0.05) to compare group control vs the rest of
the treatments at the same time, there was not statistically significant difference
(P > 0.05) among treatments CB, YP and CL. Based on the observed results
we can conclude that in response to the use of benzalkonium chloride, iodine
povidone or chlorhexidine under similar conditions to ones of the present study,
similar results can be expected , therefore being able to use any of them to do

SO.



OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este estudio fue comparar la eficiencia antiséptica de
cuatro protocolos en menudillos de caballos.

OBJETIVO ESPECIFICO

Comparar el efecto de los protocolos (PI: Solucion salina al .9%-Alcohol
etilico al 70%; P2: Yodo-povidona al 10%- Alcohol etilico al 70%; P3: Cloruro de
benzalconio al 1%- Alcohol etilico al 70%; P4: Clorhexidina solucién al 2%-
Alcohol etilico al 70%), sobre el numero de unidades formadoras de colonias
(UFC’s) que representan a la microbiota cutanea de los menudillos de los

caballos.



HIPOTESIS

Los diferentes protocolos de desinfeccién a.).- Pl. Soluciéon salina-
Alcohol etilico al 70%; b).- P2: Yodo-povidona al 10%- Alcohol etilico al 70%;
c).- P3: Cloruro de benzalconio al 1%- Alcohol etilico al 70%; d).- P4:
Clorhexidina solucion al 2%- Alcohol etilico al 70%, afectan de manera
diferenciada el numero de unidades formadoras de colonias (UFC’s) en la piel
de los menudillos de los caballos.



INTRODUCCION

Las artrocentesis son procedimientos invasivos que conectan
directamente al medio externo con un medio rico en nutrientes, lo que
representa una situacion perfecta para la entrada de patégenos y el

subsecuente desarrollo de una sepsis articular.

El propodsito de llevar a cabo un procedimiento de asepsia antes de
cualquier tratamiento invasivo, es el de lograr la maxima reduccion de
microbiota cutdnea alcanzable al tiempo que se evita la irritacion de la
epidermis. Lo anterior con el fin de tener acceso al tejido subyacente

minimizando la probabilidad de inducir una sepsis.

Los antisépticos son biocidas o productos que destruyen o inhiben el
crecimiento de microorganismos en o sobre el tejido vivo (McDonnell y Russell,
1999), su espectro y tiempo de accion son variables, asi como su efectividad

bajo las diversas condiciones en las que se empleen.

En la actualidad existe una gran variedad de antisépticos con los cuales
se puede trabajar en la medicina equina, pero el yodo povidona y la
clorhexidina, ambos trabajando en conjunto con alcohol, permanecen como los
mas utilizados. Diversos estudios han enfocado su atencion en definir cuél de
estos dos es méas eficiente (Mimoz et al., 2015; Vestby y Nesse, 2015; Springel
et al., 2017), dejando al alcohol en un plano secundario a pesar de que este
forma parte fundamental en los protocolos de asepsia mas aceptados que

emplean al yodo o a la clorhexidina (Maiwald y Chan, 2012).

Un antiséptico que puede encontrarse en practicamente cualquier centro
de insumos médicos y que se posiciona muy por debajo de los precios de la
clorhexidina y el yodo povidona, es el cloruro de benzalconio, eso y el espectro
de actividad antimicrobiana que posee, lo convierten en una opcién mas para
trabajar en conjunto con el alcohol y emplearse para llevar a cabo la asepsia

previa a una artrocentesis.
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REVISION DE LITERATURA

En un estudio retrospectivo se determind que el 22% de las artritis
sépticas se desarrollaban debido a una artrocentesis. También se determin6
gue Staphylococcus aureus es el principal agente infeccioso presente en artritis
sépticas por iatrogenia. En este mismo estudio, del total de caballos infectados
después de una artrocentesis o cirugia, 69% de los cultivos en los cuales se
pudo identificar un organismo resultaron ser Staphylococcus (Shneider et al,
1992).

En otro estudio, de 15 caballos con articulaciones infectadas post
artrocentesis, el 100% de los aislamientos pertenecia al grupo de gram
positivo, de los cuales el 86% resultaron ser Staphylococcus y de estos, 66%

resulté en Sthapylococcus aureus (Lapointe, 1992).

Se ha comprobado que 33 UFC de Staphylococcus aureus bastan para
inducir una sepsis articular en un caballo (Gustafson et al, 1989).

En un estudio en Australia, se determind que gracias a la
implementacion de protocolos de asepsia previos a una artrocentesis, la
probabilidad de infectar una articulacion oscila en el 0.00078% (Steel et al,
2013).

Alcohol

Los alcoholes demuestran actividad antimicrobiana rapida y de amplio
espectro contra bacterias en estado vegetativo, virus y hongos pero no son

conciderados esporicidas (Ali Yosef et al, 2000).

Los principales tipos de alcohol utilizados como antiséptico son el etanol
(alcohol etilico) y el propanol (alcohol isopropilico) (Morton, 1983), de los
cuales el segundo tiene ligeramente mayor actividad bactericida (Coulthard y
Skyes, 1936).
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El mecanismo de accion de los alcoholes consiste en desnaturalizar las
proteinas estructurales de la membrana bacteriana, lo cual, se ha demostrado,

mejora al combinarse con agua (Morton, 1983; Ali et al, 2001).

En estudios sobre la relacion entre la concentracién y eficiencia
germicida del alcohol etilico, se determindé que la concentracién ideal para
llevar a cabo su accion bactericida es de 60-90% (Morton, 1950; Ali et al,
2001).

Estudios sobre el tiempo de accion de los diversos tipos de alcoholes y
sus concentraciones han demostrado que el alcohol etilico presenta accion
bactericida a partir de los 10 segundos (Morton, 1950).

Cloruro de Benzalconio

Este es un agente catidénico del grupo de los compuestos de amonio
cuaternario. Este antiséptico actia pasando a través de la membrana

bacteriana y ocasionando una desorganizacion de la misma (McDonnell, 2009).

Su almacenamiento con gasas o combinacién con agua dura, le restan

efectividad antimicrobiana (McDonnell, 2009).

De los antisépticos derivados de este grupo, los surfactantes catidnicos
(ej. Cloruro de benzalconio) poseen la mayor actividad antimicrobiana (
McDonell, 2009).

Clorhexidina

Pertenece al grupo de las biguanidas, las cuales son sales poco
solubles en agua. De ellas, digluconato es la mas utilizada y altamente soluble

en agua (Jacobsen, 2017).

Su efecto se ve afectado por el pH y por presencia de materia organica
(Rusell y Day, 1993).
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Presenta baja toxicidad hacia la piel, al emplearse como antiséptico

topico (Desrochers et al, 1996).
Yodo povidona

Este agente consta de la combinacion de polivinilpirrolidona con yodo, lo
cual mantiene la accién germicida al tiempo que reduce la toxicidad e
irritabilidad del yodo (Gottardi, 1991; 2001).

Se cree que su mecanismo de accion consiste en la penetracion del
yodo a través de la membrana bacteriana y subsecuente desorganizacion en la
sintesis protéica (Rutala, 2008). Para que lo anterior se lleve a cabo, se
requiere de la liberacion del yodo de la solucion en la que viene, por lo que
diluciones de los iod6foros tienen una accién bactericida mas rapida que una

solucion en su maxima concentracion ( Berkelman, 1981).

En un estudio donde se buscaba evaluar el efecto del cloruro de
benzalconio y la clorhexidina, independientemente, sobre la formacion de
biofiilmes  bacterianos (ecosistema  organizado, conformado por
microorganismos asociados a una superficie viva o inerte, con caracteristicas
funcionales y estructuras complejas), se encontré que ambos lograban inhibir la
formacion de los biofilmes al aplicarse en dosis de concentracion minima
inhibitoria (MIC). En este mismo estudio se observé que utilizando estos
productos en dosis inferiores al MIC, se inducia el desarrollo de los biofilmes de
algunas bacterias resistentes (Houari A. y Di Martino P., 2007).

Un estudio sobre la resistencia bacteriana hacia el digluconato de
clorhexidina, revel6 que esta esta incrementando y que dosis inferiores al MIC
(concentraciéon inhibitoria minima) estimulan el desarrollo de biofilmes
(Ebrahimi et al, 2014).

Un estudio similar al anterior, pero sobre la resistencia bacteriana hacia

el cloruro de benzalconio, reveld que esta esta incrementando y que dosis
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inferiores al MIC (concentracion inhibitoria minima) estimulan el desarrollo de
biofilmes (Ebrahimi et al, 2015).

En una revisidon sistematica y meta analisis sobre la eficacia y rol de la
clorhexidina en la asepsia de la piel, se encontrd que la clorhexidina trabajando
en conjunto con alcohol resultaba mas eficiente que otros antisépticos
trabajando en conjunto con agua, pero no los superaba si estos también
trabajaban en conjunto con alcohol (Maiwald y Chan, 2012). Esto abre campo a
la posibilidad de emplear otros agentes como antiséptico principal y

complementar su efecto con alcohol.

En un estudio comparativo entre el efecto de clorhexidina 2%-alcohol
isopropilico 70% contra yodo povidona 5%-alcohol etilico 69% para la
prevencion de infeccidon relacionada al catéter intravascular, se encontré que
clorhexidina —alcohol isopropilico estaba asociado a una menor incidencia de
infecciones relacionadas al catéter que yodo povidona- alcohol etilico, pero con
un mayor indice de reacciones severas de la piel (Mimoz et al, 2015).

Recientemente se llevo a cabo un estudio donde se buscaba comparar
el efecto biocida de clorhexidina, yodo povidona y cloruro de benzalconio sobre
Sthapylococcus aureus en heridas infectadas, resultando con el yodo povidona
como el més eficiente, seguido de cloruro de benzalconio y finalizando con

clorhexidina (Vestby y Nesse, 2015).

En una prueba controlada aleatorizada entre clorhexidina combinada
con alcohol y, yodo povidona, se comprobé que no habia diferencia entre el
empleo de uno u otro para llevar a cabo la asepsia previa a una cesarea para

disminuir el riesgo de infeccion postquirargica (Springel et al, 2017).

A pesar de no emplearse con alcohol, la clorhexidina puede
proporcionar resultados aceptables. En un estudio comparativo entre la
eficiencia de clorhexidina alcoholica y clorhexidina acuosa empleados para la
asepsia de la piel para prevenir infecciones de la zona quirdrgica, se encontro

gue no habia diferencia significativa entre el empleo de uno u otro para reducir
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la probabilidad de una infeccion de la zona quirdrgica después de una escision

menor de piel (Charles et al, 2017).

A pesar de la carencia de informacion respecto al trabajo conjunto entre
cloruro de benzalconio y alcohol, se han llevado a cabo estudios en los que se
combina el efecto del cloruro de benzalconio con otras substancias, como
jabon de castilla (Conroy B. P. et al, 1999) y pronasas (Rodriguez P. et al,
2017), obteniendo resultados que indican un incremento en la eficiencia biocida

del cloruro de benzalconio.

En un estudio en humanos, se evalud el efecto irritante y sensitivo del
cloruro de benzalconio, aplicando parches durante 48 hrs y evaluando la
reaccion de la epidermis en los 7 dias subsecuentes. En este estudio se
determind que el cloruro de benzalconio puede llegar a ser irritante y ocasionar
reacciones hipersensibles a la dermis ante exposiciones prolongadas (Isaac J.
y Scheiman P., 2017).
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MATERIALES Y METODOS

Para llevar a cabo la recoleccién, procesamiento de muestras e
interpretacion de resultados, se opt6 por la capacitacion de solo una persona.
Lo anterior con el fin de tener un mayor control sobre los procedimientos y asi
reducir posibles errores o variaciones en la aplicacion de tratamientos, que de

otra forma podrian pasarse por alto (Sexton et al., 2000).
Disefio del estudio

Se elaboré un estudio prospectivo, aleatorizado y controlado en el cual
se aplicaron 3 protocolos de asepsia y un control, en los menudillos de caballos
estabulados de un lienzo charro, empleando un antiséptico distinto para cada
menudillo y solucién salina en el menudillo restante como control. Los
antisépticos fueron asignados aleatoriamente a cada menudillo, asi cada
caballo fue expuesto a todos los antisépticos y tuvo un menudillo como control.

Unidades Experimentales

Se utilizaron 8 caballos adultos de edad indefinida, libres de
ulceraciones dérmicas, dermatitis o edema, localizados en caballerizas
independientes, pertenecientes al Lienzo Charro Estado 29, en Mexicali, Baja

California
Tratamientos

A cada menudillo se le asigné 1 de 4 tratamientos, los cuales fueron

aplicados sobre la cara lateral de cada menudillo.
Tratamiento 1 (Control)

Se realizaron 3 series de 30 segundos tallando en forma circular con 2

gasas de 3”’x 3” bafiadas en solucién salina al 0.9%, alternadas con una gasa
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bafada en alcohol etilico. Antes de tomar la muestra se secd el alcohol

remanente utilizando una gasa estéril ejerciendo presion durante 10 segundos.
Tratamiento 2

Se realizaron 3 series de 30 segundos tallando en forma circular con 2
gasas de 3"x 3” bafiadas en yodo-povidona solucion al 10%, alternadas con la
remocion del exceso de yodo utilizando una gasa bafada en alcohol etilico.
Antes de tomar la muestra se seco el alcohol remanente utilizando una gasa

estéril ejerciendo presion durante 10 segundos.
Tratamiento 3

Se realizaron 3 series de 30 segundos tallando en forma circular con 2
gasas de 3"x 3” bafiadas en cloruro de benzalconio solucion al 1%, alternadas
con la remocion del exceso de cloruro de benzalconio utilizando una gasa
bafiada en alcohol etilico. Antes de tomar la muestra se sec6 el alcohol

remanente utilizando una gasa estéril ejerciendo presion durante 10 segundos.
Tratamiento 4

Se realizaron 3 series de 30 segundos tallando en forma circular con 2
gasas de 3"x 3” bafadas en clorhexidina solucién al 2%, alternadas con la
remocion del exceso de clorhexidina utilizando una gasa bafiada en alcohol
etilico. Antes de tomar la muestra se seco el alcohol remanente utilizando una

gasa estéril ejerciendo presion durante 10 segundos.
Recoleccién de muestras

Todas las recolecciones se llevaron a cabo en el mismo espacio fisico.
Se les posicion6 sobre un tapete limpio con antiderrapante, posicionado bajo
un techo de aluminio y resguardado del viento por dos hileras paralelas de
caballerizas. Todos fueron sedados con xilacina al 10% con una dosis de 1.1
mg/kg. Se paso un trapo humedo por todo el cuerpo del caballo a excepcion de

las porciones distales a los metacarpos/metatarsos, con el fin de reducir la
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posibilidad de contaminar las muestras al momento de efectuar su recoleccion.
En este momento se tomé la muestra previa a la asepsia (método descrito
ulteriormente) y se prosiguié con el resto de los procedimientos. Cada
menudillo se tall6 por la cara lateral del tercio distal de la cafia al tercio
proximal de la cuartilla con un cepillo duro hacia proximal y después hacia
distal por 1 serie de 5 repeticiones, subsecuentemente se repitid la operacion
con un cepillo blando. Lo anterior con el fin de reducir en su mayor posibilidad

la contaminacién fuertemente adherida.

Para la toma de muestras previas y posteriores a la asepsia, se
utilizaron guantes de exploracion limpios. Se tomé un hisopo estéril que fue
previamente sumergido en 1ml de solucion salina al 0.9% localizada en un tubo
estéril para recolecciébn de sangre, cuyo excedente de solucion salina fue
removido del hisopo presionandolo suavemente contra las paredes del tubo al
tiempo de retirarlo, y se utilizé6 para tomar la muestra. La recoleccion se llevé a
cabo palmar/plantar al gran metacarpiano y 2 cm distal al 4" metacarpiano. La
toma de la muestra se estandarizd posicionando lateralmente el hisopo y
haciéndolo tener contacto con el pelo, se gir6 suavemente para quedar en
contacto con la piel, y de ahi se roté hasta dar una revolucion completa. Se
utilizé6 un marcador de punta fina para poder identificar cuando se completase
una revolucion. El hisopo se introdujo nuevamente en el tubo con solucion
salina, se agité por 30 segundos y se exprimiod contra la pared del tubo para
después ser descartado. La muestra permanecid en una hielera con

refrigerantes hasta su arribo al laboratorio.
Preparacion de las muestras

Cada muestra se mezcl6 por 5 segundos para dispersar las bacterias en
la solucién salina. Para determinar el nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC’s), el sobrenadante se diluyé en serie en 1:10, 1:100 y 1:1000, y

subsecuentemente se aplico 1ml en placas de agar sangre e incubo por 24 hrs.

Conteo de las unidades formadoras de colonias
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Las UFC’s se contaron directamente después de incubarse por 24 hrs.

Analisis de resultados

El porcentaje de reduccion bacteriana se determiné con la siguiente
férmula (UFC’s antes de protocolo — UFC’s después de protocolo) (100)/UFC’s
antes de protocolo. Los datos fueron evaluados para significancia estadistica
utilizando ANOVA.

La informacién se analizé mediante el paquete estadistico SAS,
procedimiento GLM, mediante una prueba de rango estudentizado de Tukey

para comparacion de medias con un nivel de significancia de P < 0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto de los tratamientos sobre la variable de respuesta se presenta
en la Tablal. Se observé diferencia estadisticamente significativa (P < 0.05) al
comparar el grupo control vs el resto de los tratamientos. Al mismo tiempo, no
se observo diferencia estadisticamente significativa (P > 0.05) entre los
tratamientos CB, YP y CL, lo cual concuerda con lo observado por (Maiwald y

Chan., 2012).

Tabla 1. Efecto de los tratamientos sobre niimero de colonias

Tratamientos Pr>F

Animal* Control” CB?® YP* cP 0.003°
1 40 300 80 270
1 10 0 0 10
2 1100 1200 330 200
2 20 0 0 0
3 2400 300 900 1200
3 230 0 0 0
4 6000 130 440 910
4 100 0 10 0
5 8200 600 700 9000
5 80 10 0 0
6 350 1300 580 420
6 10 0 0 0
7 12500 9000 2700 800
7 20 0 0 10
8 1050 3500 370 920
8 0 0 0 0

" Para cada animal, el primer renglén presenta el nimero de colonias antes de aplicar el
tratamiento; el segundo renglén presenta la cuenta después de aplicarse el tratamiento.

2 Alcohol

% Cloruro de benzalconio
*Yodo povidona
® Clorhexidina

® Se observo diferencia entre Control vs CB, YP y Cl. No se observé diferencia entre CB, YP y
Cl, (P > 0.05).
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Houari y Di Martino (2007), al estar comparando el uso cloruro de
benzalconio y la clorhexidina sobre la formacion de biofilmes bacterianos,
observaron que ambos inhibieron la formacion de los biofilmes al aplicarse en

dosis de concentracidbn minima inhibitoria (MIC).

Cuando Mimoz et al. (2015), realizaron un estudio comparativo entre
clorhexidina 2%-alcohol isopropilico 70% y yodo povidona 5%-alcohol etilico
69% sobre la prevencion de infeccién relacionada al catéter intravascular,
observaron que clorhexidina—alcohol isopropilico se asoci6 a una menor
incidencia de infecciones relacionadas al catéter que yodo povidona- alcohol
etilico, pero con un mayor indice de reacciones severas de la piel, diferencias

gue pudieron originarse debido al tipo de alcohol utilizado.

Vestby y Nesse (2015), realizaron un estudio donde se buscaba
comparar el efecto biocida de clorhexidina, yodo povidona y cloruro de
benzalconio sobre la disminucion de la presencia especifica de Sthapylococcus
aureus en heridas infectadas. Estos autores observaron que el yodo povidona
resulté ser el mas eficiente, seguido de cloruro de benzalconio y por ualtimo

clorhexidina.

En cuanto a la comparacion de clorhexidina combinada con alcohol
contra yodo povidona, se observaron resultados similares que los obtenidos
por Springel et al. (2017), quienes no observaron diferencia entre el empleo de
uno u otro para llevar a cabo la asepsia previa a una cesarea para disminuir el

riesgo de infeccidon postquirdrgica.
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CONCLUSIONES

1).- Los resultados del presente estudio demostraron que la utilizacion tanto
de Cloruro de benzalconio, Yodo povidona o de Clorhexidina como antiséptico
bajo las condiciones protocolarias del presente estudio, cumplen con los

requisitos de antisepsia para ser utilizados la practica médica de los Equinos.

2).- Es importante sumar este grupo de herramientas a la practica médico -

quirargica de las articulaciones de los equinos en condiciones de campo.

3).- La efectividad germicida de estos antisépticos quedo demostrada en este
estudio. La opcién del Médico Veterinario Zootecnista por cualquiera de ellos
puede basarse en su experiencia, conveniencia econémica, o algun otro factor,
pero teniendo siempre en cuenta las concentraciones o diluciones en que se

aplican para evitar lesiones en piel.
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