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RESUMEN

El presente trabajo se llevé a cabo con el objetivo de determinar y cuantificar la
presencia de Escherichia coli, Salmonella y Staphylococcus aureus, asi como
virus de Hepatitis A y Norovirus en bafio y cocina en hogares de Culiacan,
Sinaloa, México; asi como, evaluar la actividad microbicida de productos
desinfectantes en base a protocolos de aplicacidon. Sesenta hogares de
Culiacan fueron seleccionados en base a los siguientes criterios de seleccion:
Hogar con cocina, hogar con bafio, ama de casa presente en el hogar, hijos
menores de 12 afos y presencia de mascotas. Estos hogares fueron divididos
en dos grupos de 30 cada uno, designando como grupo control a aquellos que
realizaban practicas de limpieza de manera empirica, mientras que para el
grupo caso fueron los que usaron productos desinfectantes en base a
protocolos de aplicacién especificos para cada area en estudio, las cuales
fueron cocina (cubierta, tarja, esponja, trapo y tabla), bafio (lavamanos, piso en
regadera, inodoro y tapa de inodoro), juguetes de nifios, y areas de mascotas.
La toma de muestras, se llevd a cabo con una periodicidad semanal y fueron
procesadas para la determinacion y cuantificacibn de la presencia de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus mediante la técnica de extension en
placa. La determinacion y cuantificacion de Salmonella sp. se realizd por la
técnica del Numero Mas Probable (NMP).La confirmacion de Salmonella y
Staphylococcus aureus, se realizé mediante la prueba de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR siglas en inglés). La determinacion de la presencia de
virus Hepatitis A y Norovirus se realiz6 mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa, en su modalidad RT-PCR. Los resultados obtenidos muestran la
presencia de Escherichia coli y Staphylococcus aureus en concentraciones de
hasta 10 Logio ¥ 9.3 Logqo, respectivamente, las cuales superan las dosis

infecciosas de estos microorganismos.
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Salmonella se presentdé en menor numero de muestras y con valores de hasta
110, 000 NMP, mientras que Hepatitis A solo se presenté en dos muestras y la
ausencia de Norovirus para las muestras analizadas. Por otra parte, el empleo
de productos desinfectantes basados en protocolos de aplicacion reduce desde
2 Log1p hasta 6 logio (99% a 99.9999%) la carga microbiana presente en el
hogar. Finalmente, se sugiere aumentar el uso cotidiano de desinfectantes que
permitan disminuir al minimo la presencia de microorganismos en el hogar, y

con esto generar condiciones mas saludables hacia el interior del mismo.



ABSTRACT

To identify and quantify the presence of Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella, Hepatitis A and Norovirus in households in Mexico and to
assess the effect of chlorine and quaternary ammonium -based disinfectants
following a prescribed use, eleven sites distributed in the kitchen, bathroom, pet
and children’s areas of 60 homes were selected and separated into two groups
of 30 homes each: 1) a non- prescribed disinfectant user group, and 2) a
disinfectant-protocol user group. Home owners in the prescribed disinfectant
protocol user group were instructed in the proper use of disinfectants and
provided a specific protocol for their use. During the six-week study, samples
were collected once a week except for week one when sample collection
occurred immediately before and after disinfectant application in orders to
evaluate the efficacy of the disinfectant protocol. Overall, kitchen sponge,
dishcloth and counter top were among the eleven sites most contaminated for
both groups. The concentration of and occurrence of the studied bacteria were
less in the households using the prescribed use of disinfectants. The greatest
reductions were for E. coli (99%) and S. aureus (99.9999%), respectively. Only
two samples were positive for HAV while Norovirus was absent. Disinfection
protocols resulted a significant (p<0.05) microbial reduction in all areas of the
homes tested compared to homes not using a prescribed protocol. The study

suggests that disinfectant product application, under specific cleaning and
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disinfecting protocols is necessary to achieve an efficient microbial reduction,
which constitutes an important tool to reduce the occurrence of potential disease

causing microorganisms in households.



INTRODUCCION

Las enfermedades gastrointestinales son un problema de salud mundial,
frecuentemente asociado a la contaminacién de los alimentos durante su

preparacion (Scott, 1996).

Los manipuladores de alimentos o bien, alimentos contaminados pueden
distribuir microorganismos patégenos como Salmonella, virus de Hepatitis A y
Norovirus hacia las manos y superficies de contacto, asi como los utensilios
empleados para su preparaciéon (Cogan et al., 1999; Liu et al., 2009). Lo
anterior, sucede en el hogar, en donde los microorganismos se pueden
encontrar en areas del hogar como cocinas, bafos, juguetes de nifios y en el
area de la mascota, los cuales sirven como reservorio para diferentes
microorganismos patdgenos como Escherichia coli y Staphylococcus aureus
(Rusin et al., 1998; Davies et al., 2000; Lorenzini et al., 2007). Aun cuando la
contaminacion en bafios puede resultar evidente, las cocinas presentan mayor
carga microbiana, particularmente en trapos para limpieza y esponjas para

lavado de utensilios (Rusin et al., 1998; Carrasco et al., 2008).

De manera convencional, en los hogares se emplean detergentes para
limpiar, pero su efecto resulta insuficiente para eliminar la carga microbiana.
(Cogan et al., 1999; Barker et al., 2003), lo cual genera mayor probabilidad de
contaminacion en hogares, esto comparado con cafés, bares y restaurantes, los
cuales aplican los programas de buenas practicas higiénicas (Barker et al.,
2003).

El empleo de productos desinfectantes en superficies de contacto previo

a la preparaciéon de alimentos, tiene un impacto significativo en la reduccion de



microorganismos patogenos (Ej. Salmonella). Y por ende menor probabilidad de
infecciones gastrointestinales (Cogan et al., 2002). Sin embargo, la importancia
de los procesos de desinfeccibn se ha subestimado, principalmente por
desconocimiento del uso adecuado de los mismos, asi como la concentracion
de desinfectante a utilizar, lo que ocasiona una aplicacion erratica y como
consecuencia se afecta su efecto microbicida. McElhatton y Marshall (2007)
definen los protocolos de limpieza y desinfeccibn como procedimientos
ordenados de lavado, empleo de detergentes y remocion de los mismos en la
etapa de limpieza; mientras que, para desinfeccidn se requiere la aplicacion de
productos desinfectantes y posteriormente un lavado final para remover

residuos de producto.

El uso de productos desinfectantes empleando protocolos de aplicaciéon
reduce de manera homogénea la contaminacién microbiana en superficies de
contacto (Barker et al., 2003). Por tal motivo, es necesario evaluar protocolos de
limpieza y desinfeccion que favorezcan la adecuada accién de los
desinfectantes y como resultado una mejor eficiencia para prevenir la
contaminacion en el hogar (Barker et al., 2003; Exner et al., 2004; de Jong et
al., 2008).

El presente trabajo, se llevd a cabo con el objetivo de determinar la
presencia de bacterias patogenas (Escherichia coli, Salmonella sp. y
Staphylococcus aureus) asi como virus (Hepatitis A y Norovirus) en las
diferentes areas del hogar, asi como evaluar la actividad microbicida de
productos desinfectantes en base a protocolos de aplicacion en diferentes areas

de hogares de Culiacan, Sinaloa, México.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la actividad microbicida de productos desinfectantes en base a
protocolos de aplicacién, en hogares de Culiacan, Sinaloa, México, mediante el
estudio de puntos localizados y la distribucién de Escherichia coli, Coliformes
fecales, Staphylococcus aureus y Salmonella sp., Norovirus y Virus de hepatitis

A durante el tiempo de evaluacion.

Objetivos Especificos

Determinar la presencia de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella sp., Norovirus y Virus de hepatitis A en cocina, bafo, area de

mascota y juguetes.

Evaluar la actividad microbicida de productos desinfectantes en base a

protocolos de aplicacidén en cocina.

Evaluar la actividad microbicida de productos desinfectantes en base a

protocolos de aplicacion en bafo.

Evaluar la actividad microbicida de productos desinfectantes en base a

protocolos de aplicacion en juguetes y area de mascota.



HIPOTESIS

En los hogares en estudio, existe la presencia de al menos uno de los
microorganismos de interés (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

Salmonella sp., Norovirus y Virus de hepatitis A).

El empleo de productos desinfectantes en base a un protocolo de

aplicacion, reduce al menos 2 logaritmos la carga microbiana en cocina.

El empleo de productos desinfectantes en base a un protocolo de

aplicacion, reduce al menos 2 logaritmos la carga microbiana en bafo.

El empleo de productos desinfectantes en base a un protocolo de
aplicacién, reduce al menos 2 logaritmos la carga microbiana en juguetes y area

de mascota.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Enfermedades Transmitidas por Alimentos

La exposicion a microorganismos patdégenos mediante la ingesta de
alimentos contaminados, es una de las principales causas de enfermedades
gastrointestinales y del sistema respiratorio a nivel mundial. Se estima que
alrededor de 1.8 millones de muertes en nifios se encuentran asociadas con la
adquisicion de microorganismos via consumo de alimentos, generando un gran
numero de casos los cuales se presentan principalmente en paises en vias de

desarrollo y paises en pobreza extrema (WHO, 2008).

Por otra parte, los paises desarrollados no se encuentran exentos de
esta problematica ya que también padecen el impacto de las enfermedades
diarreicas, y mas de 130 millones de personas por afio en la Union Europea
sufren enfermedades causadas por alimentos, mientras que en Australia el
numero de casos es de 17,457,098 casos anuales, siendo la diarrea el sintoma
mas comun (Scallan, 2005; WHO, 2008).

En los Estados Unidos de América, los microorganismos patégenos
transmitidos por alimentos causan 76 millones de casos de enfermedades,
325,000 hospitalizaciones y 5,020 muertes anualmente (Mead et al., 1999; Scott
1996). Esto ocasiona pérdidas a nivel laboral, medicaciones asi como gastos
por hospitalizacion, los cuales en suma generan un costo anual de $ 6,900
millones de ddélares. A su vez, la diarrea aguda ejerce un alto impacto en la
salud, promediando 0.72 episodios diarreicos por afio estimando 195 millones

de episodios diarreicos anualmente (Allos et al., 2004; Imhoff et al., 2004).



En los Estados Unidos Mexicanos, durante los ultimos 25 afos se ha
venido reportando un continuo y favorable descenso en la mortalidad de nifios
menores de 5 afos, la cual ha disminuido de 64 a 23 muertes por cada 1000
nacidos vivos. Sin embargo, el numero de episodios diarreicos es similar a otras
regiones del mundo y es en el hogar en donde puede encontrarse una amplia
variedad de microorganismos patdégenos, tales como bacterias y virus (Terrés-
Speziale et al., 2002; Sepulveda et al., 2007).

Los microorganismos aislados de manera mas comun en el hogar,
corresponden a las bacterias, dentro de las cuales se destacan Campylobacter
Jejuni,  Clostridium  perfringens,  Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes, serotipos de Salmonella y Staphylococcus aureus, que en
conjunto ocasionan un rango de entre 3, 603,526 y 7, 130,767 casos asociados
a alimentos y entre 2, 564 y 6, 546 muertes anualmente en los Estados Unidos
de América. (Buzby, 1996).

La presencia de virus es un factor importante de riesgo de contraer o
padecer enfermedades gastrointestinales, tal es el caso del virus Hepatitis A, el
cual es capaz de generar brotes, ya que este puede ser adquirido
principalmente mediante consumo de alimentos o agua contaminada asi como
en el hogar debido a que se disemina comunmente por la ruta fecal-oral
afectando principalmente a comunidades mayormente susceptibles (Koehler,
2009; Robesyn et al., 2009).

Otro virus que causa importantes dafios a la salud generando multiples
episodios diarreicos es el Norovirus, cuya interaccién con el ser humano se da
principalmente mediante la exposicidbn con alimentos contaminados con este
virus (Becker et al., 2000). Por otra parte, la presencia de virus representa un

elevado riesgo de infeccion, esto debido a las bajas concentraciones necesarias



para desencadenar el proceso infeccioso, ya que en el caso de Hepatitis A y
Norovirus se requieren de 1 a 100 particulas virales y un tiempo de incubacién

de 15 a 50 h en un individuo sano para desarrollar la enfermedad (WHO, 2008).

El grado de afectacion por la infeccion con este virus esta relacionado
con el estado en que se encuentre el sistema inmunolégico de las personas,
motivo por el cual este virus afecta de manera importante a grupos de personas
de edad avanzada generando brotes de gastroenteritis (Almagro-Conti et al.,
2003).

Escherichia coli

Generalidades

El género Escherichia consiste de cinco especies, siendo Escherichia coli
la aislada con mayor frecuencia ademas de ser la principal bacteria asociada
con gastroenteritis en viajeros hacia paises con higiene deficiente (Murray,
1999).

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la
familia Enterobacteriaceae, esta bacteria coloniza el intestino del humano pocas
horas después del nacimiento y se le considera un microorganismo de la
microbiota normal. Sin embargo, existen cepas que pueden ser patégenas y
causar dafo produciendo diferentes cuadros clinicos debido a que su

composicidn antigénica es compleja (Murray, 1999).



Para determinar el grupo patogénico al que pertenecen, Kauffman y
White desarrollé un esquema de serotipificacion que continuamente varia y que
actualmente consta de 176 antigenos somaticos (O), 112 flagelares (H) y 60
capsulares (K). El antigeno O determina el serogrupo mientras que la
determinacién del antigeno somatico y flagelar (O:H) indica el serotipo y con
base en su mecanismo de patogenicidad y cuadro clinico, las cepas de
Escherichia coli causantes de diarrea se clasifican en seis grupos:
enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica conocida también como
productora de toxina vero o toxina semejante a Shiga (EHEC o VTEC o STEC),
enteroinvasiva (EIEC), enteropatogena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y
adherente difusa (DAEC) (Rodriguez-Angeles, 2002).

Epidemiologia

Escherichia coli es uno de los microorganismos comunes involucrados en
infeccion por Gram negativos y shock inducido por endotoxinas. Infecciones en
vias urinarias y heridas, neumonia en pacientes inmunosuprimidos y meningitis
en neonatos son otras infecciones comunes causadas por Escherichia coli
(Koneman, 1999). Cabe mencionar que dentro de los diferentes grupos de
Escherichia coli causantes de diarrea sobresale Escherichia coli O157:H7, la
cual fue reconocida como el primer patoégeno en 1982 durante una investigacion

sobre brotes de colitis hemorragica (Olsen et al., 2002).

Escherichia coli O157:H7 es uno de los microorganismos mayormente
relacionados con brotes de enfermedades asociadas con el consumo de
alimentos carnicos asi como vegetales frescos, tal es el caso de un brote
generado en 1995, el cual arrojé un total de 42 casos en una comunidad de
Montana, Estados Unidos (Ackers et al., 1998). Sin embargo existen reportes

que sefalan el desarrollo no solo de manera aislada, sino que la extensién de



estos puede abarcar diferentes ciudades e incluso diferentes estados de
manera simultanea, aumentando con esto el riesgo de exposicion con
microorganismos patégenos y como consecuencia un mayor numero de casos

de personas afectadas (Hilborn et al., 1999).

Escherichia coli O157:H7 causa 73,000 casos en Estados Unidos de
América anualmente, durante el periodo de 1982 a 2002 en 49 estados se
reportaron 350 brotes, generando 8,598 casos, 1,493 hospitalizaciones, 354
casos de sindrome urémico hemolitico y 40 muertes. La ruta de transmisién por
agua representd el 9%, mientras que la transmision por alimentos presento el

mayor numero de casos con el 52% (Rangel et al., 2005).

Oundo et al. (2008) sugieren que las personas asociadas con la
preparacion de alimentos en hoteles juegan un papel muy importante en la
contaminacion de alimentos por Escherichia coli O157:H7, mediante la
transmision del microorganismo y el desarrollo de infecciones por parte de los
consumidores finales. Las deficiencias en las practicas de higiene
frecuentemente se asocian con la contaminacion cruzada de los alimentos,
mediante la cual se lleva a cabo la transferencia microbiana entre utensilios,

superficies de contacto y alimentos (de Jong et al., 2008)

Salmonella
Generalidades

El género Salmonella pertenece a la familia enterobacteriaceae y se
caracteriza por bacilos moviles Gram negativos, no formadores de esporas,

anaerobios facultativos, ademas de ser ubicuos en humanos, ganado, reptiles y
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aves (Davis, 1990). Son considerados como habitantes de la microbiota normal,
sin embargo, casi todos los miembros del género Salmonella son
potencialmente patdégenos, y en ocasiones bajo condiciones de higiene
inapropiadas pueden presentarse contaminando alimentos y causar
Salmonelosis que actualmente es el padecimiento asociado al consumo de
alimentos mayormente reportado en los Estados Unidos. Esta enfermedad se
desencadena posterior a un periodo de incubacion de 6 a 48 horas, en las
cuales el microorganismo se multiplica y coloniza el tracto digestivo (Tortora,
1995; Pommerville, 2004).

El género Salmonella se divide taxonomicamente en alrededor de 2000
serotipos, siendo Salmonella Typhimurium el serotipo mas asociado a
problemas de gastroenteritis a nivel mundial, ademas de los serotipos
Salmonella Enteritidis y Salmonella Newport (Davis, 1990; Tortora, 1995).

La alta capacidad invasiva de Salmonella se da en base a la movilidad,
debido a que este es considerado un factor muy importante para el crecimiento
del microorganismo; tal es el caso de Salmonella Enteritidis la cual tiene la
capacidad de desarrollarse en alimentos como el huevo, mientras que cepas no
moviles, tales como Salmonella Gallinarum y Salmonella Pollorum resultan
incapaces de multiplicarse en este alimento ya que la ausencia de flagelos
impide el movimiento hacia la yema del huevo, que es la regidén propicia para el

desarrollo del microorganismo (Cogan et al., 2004).
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Epidemiologia

Salmonella es considerado el principal microorganismo causante de
enfermedades asociadas al consumo de alimentos principalmente huevo,
productos carnicos y lacteos, mientras que en menor proporcion los de origen
vegetal, frutas y pescado generando un rango de entre 800, 000 a 4, 000, 000
casos y 800 a 4, 000 muertes anualmente en los Estados Unidos (Buzby, 1996).
Esto se debe a que el microorganismo tiene la cualidad de presentar un amplio
rango de hospederos tales como el ser humano, animales domésticos asi como
animales silvestres y de esta manera diseminarse rapidamente en el ambiente
(WHO, 2008).

Una de las principales fuentes de infeccion por Salmonella es mediante
la ingesta de alimentos carnicos, tal es el caso de un brote generado por
consumo de carne de conejo, la cual presentaba contaminacion por el serotipo

Salmonella Hadar; dicho brote causé 29 casos y 3 muertes (Bisbini et al., 2000).

De acuerdo con Pommerville (2004) la aparicion de brotes de
Salmonelosis afecta cada vez con mayor frecuencia a poblaciones de diferentes
edades y diferentes escenarios, tal es el caso de un brote reportado por Anil et
al. (2009) en Turquia quienes detectaron la aparicion de casos de Salmonelosis
en nifos, determinando que la fuente de contaminacién del microorganismo era
de origen nosocomial, lo cual incrementa el riesgo ya que puede tratarse de

cepas resistentes a antibidticos.

Otro grupo importante para Salmonella es el de personas
inmunosuprimidas o inmunocomprometidas, quienes no unicamente presentan
problemas de gastroenteritis sino que en ocasiones el cuadro infeccioso avanza
hasta generar problemas de bacteriemia, lo cual se presenta en un alto

porcentaje en este tipo de pacientes (WHO, 2008), esto coincide con Dhanoa y
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Fatt (2009) quienes sugieren que el serotipo Salmonella Enteritidis predomina

en este tipo de casos.

En Meéxico, de manera ocasional se han reportado casos de
Salmonelosis asociados con el consumo de alimentos contaminados, Chavez-
De la Pefa et al. (2001) reportaron un brote de Salmonelosis asociado al
consumo de alimentos contaminados, generando alrededor de 129 casos;
siendo Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium los serotipos

principalmente detectados.

La determinacién de los diferentes serotipos circulantes en el ambiente
es una herramienta de gran utilidad que nos permite conocer de manera
acertada cuales son los serotipos que es comun encontrar en determinadas
regiones y de esta manera conocer los microorganismos de nueva introduccion.
En el caso de México, se han detectado 199 diferentes serotipos de Salmonella,
siendo Salmonella Enteritidis, Typhimurium, Derby, Agona y Anatum,

respectivamente, los serotipos mas detectados (Gutiérrez-Cogco et al., 2000).

Staphylococcus aureus

Generalidades

El género Staphylococcus abarca diferentes microorganismos patdégenos
para el humano, produciendo un amplio espectro de enfermedades sistémicas
tales como infecciones de la piel, en tejidos blandos, huesos y tracto urinario asi
como infecciones oportunistas siendo Staphylococcus aureus la especie mas

virulenta y mejor conocida de este género (Murray, 1999).
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Staphylococcus aureus en una bacteria Gram positiva, anaerébica
facultativa, positiva a la reaccion con catalasa y productora de pigmentos
carotenoides que le proveen un color dorado. Es también la unica especie
encontrada en humanos que produce la enzima coagulasa, por esta razén a
otras especies se les denomina Staphylococcus coagulasa-negativos (Davis,
1990; Murray, 1999).

La parte externa de Staphylococcus aureus, consta de una pared de
peptidoglicanos la cual es una caracteristica comun de los microorganismos
Gram positivos. Sin embargo, en este caso el peptidoglicano tiene una actividad
del tipo endotoxina que promueve la produccion de pirbgenos enddgenos con lo
cual, en asociacion con la proteina A, desencadenan la respuesta celular por
parte del sistema inmunitario, mientras que los acidos teicoicos promueven la
unién de la bacteria con las superficies mucosas de los epitelios (Murray, 1999).
Otro factor asociado a la virulencia de este microorganismo, es el desarrollo de
resistencia a multiples antibiéticos mediada por la produccién de enzimas; por lo

cual se dificulta el tratamiento de este tipo de infecciones (Davis, 1990).

Epidemiologia

Staphylococcus aureus es uno de los principales microorganismos
asociados a la intoxicacion por alimentos tales como leche, huevo, carne y
ensaladas entre otros. En los Estados Unidos de América, este microorganismo
en base a la endotoxina que produce, causa alrededor de 8, 900, 000 casos y 7,
120 muertes (WHO, 2008); mientras que en paises como Francia durante el
periodo de 1999 a 2000 ocurrieron alrededor de 85 brotes, produciéndose 1,651
casos y 149 hospitalizaciones, esto debido a la capacidad de este

microorganismo para alojarse en los tejidos de humanos, por lo cual es
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considerado agente causal de infecciones nosocomiales asi como de

enfermedades en comunidades (Le Loir et al., 2003).

Uno de los problemas actuales es la aparicion de nuevos brotes
generados por cepas resistentes a antibidticos, lo cual es un problema adicional
dado que el grado de dafio a la salud es mayor por la dificultad de establecer
un tratamiento adecuado, esto favorece a una mayor virulencia por parte del
microorganismo el cual es capaz de transmitirse mediante los alimentos y
generar brotes infecciosos tanto de manera aislada como masiva (Jones et al.,
2002; Kitamoto et al., 2009).

Schmid et al. (2009) determinaron un brote causado por consumo de
productos lacteos contaminados por Staphylococcus aureus el cual arrojé un
total de 40 casos en infantes en edad escolar, quienes padecieron episodios de

intoxicacion.

Hepatitis A

Generalidades

El virus de Hepatitis A, es uno de los miembros de la familia
Picornaviridae, los cuales se asocian como agentes causales de diversas
enfermedades severas en humanos y animales, se dividen en cinco grupos
generales, tales como: Enterovirus, Rhinovirus, Aphtovirus y Cardiovirus, entre
los cuales existen diferencias marcadas de acuerdo a sus propiedades

antigénicas, patogenicidad, rango de hospederos y estabilidad (Levy, 1994).
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El virus de Hepatitis A, estructuralmente se encuentra conformado por ARN de
cadena sencilla como material genético, el cual se encuentra envuelto por una
estructura icosahedrica de origen proteico que provee proteccion al material
genético. Una particula completa del virus es denominada virion, la cual es
estable a temperaturas de hasta 60°C con capacidad infectiva, en el caso de
Hepatitis A, este tiene como hospedero principalmente al humano alojandose
en el higado para posteriormente desarrollar la infeccion y enfermedad (Levy,
1994; White, 1994).

El virus de Hepatitis A se introduce en el organismo principalmente por la
ingesta de alimentos y agua contaminada. Una vez alojado en el epitelio
intestinal, éste se multiplica para después diseminarse a través de la circulacion
sanguinea, infectando asi las células del parénquima hepatico (White, 1994).
Una vez albergadas las particulas virales, requieren de un proceso de
incubaciéon de alrededor de 2-6 semanas para iniciar el desarrollo de la
enfermedad, la cual genera cuadros mas severos en adultos que en infantes
quienes frecuentemente son asintomaticos hasta el grado de desarrollar
inmunidad (WHO, 2008).

Epidemiologia

El modo de distribucidn del virus de Hepatitis A, es la ruta fecal oral, esto
se lleva a cabo por contacto persona-persona, aguas contaminadas, alimentos
contaminados o bien mediante la contaminacién de los alimentos por parte de
personas enfermas, lo que genera casos a nivel mundial con una frecuencia
moderada (WHO, 2008).

La presencia del virus Hepatitis A en alimentos es un factor detonante

para la aparicion de brotes infecciosos, tal es el caso de un brote generado en
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2003, en el cual se asociaba la presencia del virus en cebollines utilizados para
la preparacion de alimentos, causando 555 casos en 13 restaurantes de los
Estados Unidos (CDC, 2003). Por otra parte, Schmid et al. (2009) reportaron un
brote generado en Austria, el cual de igual manera se asoci6 con el consumo de
alimentos contaminados generando 21 casos; mientras que Koehler (2009)
reporta un incremento en la aparicion de casos de Hepatitis A en Australia, sin

lograr definir la fuente de infeccién.

Uno de los principales problemas para el control de los brotes es el
movimiento poblacional, tal es el caso del brote reportado por Robesyn et al.
(2009) quienes determinaron la adquisicion del virus por parte de las personas
afectadas durante un viaje, manifestando la enfermedad de regreso a su pais
de origen. Este mismo fendmeno ocurre en poblacidén de origen hispano
principalmente en infantes, quienes experimentan un flujo constante entre las
lineas fronterizas de los Estados Unidos Mexicanos y Estados Unidos de
Ameérica adquiriendo el virus en estos puntos mediante ingesta de alimentos
contaminados, generandose la diseminacion del virus en ambas direcciones
(Weinberg et al., 2004).

Norovirus
Generalidades

La familia Caliciviridae asociada a problemas de gastroenteritis, se
caracteriza por dar lugar a particulas virales en forma de copa, de tamafo 30-60

nm, ligeramente mas grandes que los miembros de la familia Picornaviridae.
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Estructuralmente se conforman de ARN de cadena sencilla como
material genético, el cual esta envuelto por una capa de origen proteico
denominada capside conformada por 90 subunidades conocidas como
capsomeros. Esta familia se divide en base a su morfologia en dos grupos:
Calicivirus tipicos y Calicivirus amorfos pequefios redondeados, en este grupo

destaca el sub-grupo Norwalk (White, 1994).

El subgrupo Norwalk engloba a su vez diferentes particulas virales tales
como Norwalk, Snow mountain y Otokufe/Hawaii; este sub-grupo es poco
comun en infantes de paises sub-desarrollados, sin embargo su presencia en
personas mayores se da con mayor frecuencia (Levy, 1994; White, 1994). Este
grupo es considerado uno de los principales agentes causales de gastroenteritis
viral la cual ocurre posterior a un periodo de incubacién de 15-50 horas,
colonizando el yeyuno e iniciando el proceso infeccioso para desencadenar la

aparicion de la enfermedad, acompafiada de diarrea y vomito (WHO, 2008).

Los Norovirus ademas de la capacidad infectiva para desarrollar
enfermedades gastrointestinales, tienen la cualidad de persistir viables durante
tiempos prolongados en diferentes superficies tales como las destinadas a la
preparacion de alimentos, lo cual pone en riesgo a las personas que entran en
contacto con este tipo de superficies asi como las personas que consumen

alimentos preparados en estas (Lamhoujeb et al., 2009).

Epidemiologia

La principal via de distribucion de los Norovirus es mediante la ruta fecal-
oral. Asi mismo, alimentos y agua destinada al consumo humano pueden
contaminarse al entrar en contacto con fuentes de agua de desecho

contaminadas, las cuales se destinan para la irrigacion o bien, mediante la
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contaminacion por parte de preparadores de alimentos; no obstante, la mayor

fuente de contaminacion por Norovirus se asocia con moluscos (WHO, 2008).

Becker et al. (2000) reportaron un brote por Norovirus asociado a la
transmision de particulas virales mediante alimentos contaminados, generando

43 casos de gastroenteritis viral.

Martinez et al. (2008) sugieren que Salmonella es el principal agente
causal de gastroenteritis, mientras que Norovirus es considerado como el
segundo agente causal. Sin embargo, los brotes generados por estos virus
resultan mas prolongados, ademas de requerir una menor concentracion de
particulas virales para desarrollar el proceso infeccioso asociado con la
persistencia del microorganismo en superficies y manos de preparadores de
alimentos con lo que se incrementa el riesgo de adquirir este tipo de

infecciones.

Lo anterior coincide con Liu et al. (2009) quienes mediante estudios in
vitro, determinaron la sobrevivencia de particulas virales de Norovirus, las
cuales son capaces de persistir hasta por 42 dias en superficies plasticas y
metalicas para la preparacion de alimentos e incluso en manos de personas

durante 2 horas.

La aparicion de brotes de norovirus se da frecuentemente durante viajes
en cruceros, en un estudio realizado por Verhoef et al. (2008) se reportaron 43
brotes ocurridos en 13 diferentes embarcaciones en la union europea en 2006,

en los cuales se detecto la transmisidn via persona-persona.
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De acuerdo con CDC, 2004; la asociacion de norovirus con cruceros se
genera debido a los espacios reducidos que aumentan el contacto, asi como el
flujo constante de personas, lo que favorece la transmision del virus a otros

pasajeros y a la tripulacion.

De manera adicional, la transmision de norovirus también se da mediante
alimentos contaminados, Ethelberg et al. (2010) reportaron al menos 11 brotes
con un total de 260 casos en Dinamarca, en los cuales se determind que la
infeccién ocurrié por el consumo de lechugas contaminadas. Por otra parte,
Maunula et al. (2009) detectaron la presencia de norovirus en frambuesas
durante un brote de gastroenteritis en Finlandia, asociado con el consumo de

este fruto.

De acuerdo con Westrell et al. (2010), los brotes generados por norovirus
pueden también ocurrir de manera simultanea; tal como sucedié en Enero de
2010 cuando se generaron 334 casos, distribuidos en 5 paises (Dinamarca,
Francia, Noruega, Reino Unido y Suecia), en los cuales se determiné al ostion

como vehiculo para la transmision del virus.

Presencia de Microorganismos en el Hogar

Uno de los principales factores que contribuyen a la aparicion de
enfermedades causadas por alimentos, especialmente en el hogar es el manejo
inapropiado de los alimentos los cuales una vez contaminados se almacenan
principalmente en refrigeradores, en donde microorganismos patdbgenos como

Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica y Staphylococcus aureus se
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alojan en las superficies de estos y sobreviven durante tiempos prolongados,

generando riesgos de futuras contaminaciones cruzadas (Jackson et al., 2007).

Una vez presentes en el hogar, los diferentes microorganismos e incluso
particulas virales son transferidas hacia diferentes dentro del mismo,
principalmente mediante fémites los cuales presentan una alta concentracion
del patégeno y cuya manipulacion favorece la diseminaciéon hacia las manos de

las personas, elevando el riesgo de padecer enfermedades (Rusin, 2002).

Interaccion con Microorganismos Patdégenos

La interaccién con microorganismos patdgenos en el hogar, puede ocurrir
al estar en contacto directo con mascotas o bien, mediante sus excretas,
generando importantes riesgos a la salud (lwanicka-Grzegorek et al., 2005). El
contacto de las mascotas con plagas (insectos o roedores) y animales
callejeros, favorece la transferencia de microorganismos como Yersinia
enterocolitica y Staphylococcus aureus, ademas de parasitos como Toxocara
spp., Ancylostoma spp. y Giardia spp., capaces de desarrollar una zoonosis
(Fredricksson-Ahomaa et al., 2001., Lorenzini et al., 2007; Rutland 2009).

Otro tipo de interaccibn es mediante contacto con las excretas de
animales no domésticos como lagartijas que se presentan de manera eventual
en el hogar, Otokunefor et al. (2008) establecen que la materia fecal de estos
reptiles puede albergar microorganismos patogenos tales como Salmonella la
cual puede distribuirse de esta manera hacia diferentes areas en el hogar.
Davies et al. (2000) establecen que la interaccién entre infantes con
microorganismos puede ocurrir al manipular juguetes contaminados con

bacterias coliformes, Staphylococcus aureus, Micrococcus'y Streptococcus.
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Higiene en el Hogar

La transferencia de microorganismos patdégenos puede ocurrir durante la
preparacion de los alimentos, provocando la distribucion microbiana hacia
manos, superficies y trapos de limpieza, este proceso es conocido como
contaminacion cruzada y puede darse por contacto de las manos con alimentos
naturalmente contaminados o viceversa (Cogan et al., 2002; van Asselt et al.,
2008) y de esta manera, darse la transmision de microorganismos como
Staphylococcus aureus el cual causa brotes toxoinfecciosos (Jones et al., 2002;
Soderquist et al., 2006; Kitamoto et al., 2009).

La implementacion de un adecuado manejo de los alimentos durante su
preparacion, es una herramienta viable para evitar y prevenir la exposicion con

microorganismos patoégenos (Kitamoto et al., 2009).

El empleo de procedimientos de higiene resulta una alternativa viable
para reducir la presencia de microorganismos en el hogar, sin embargo, la
practica mayormente empleada es la limpieza con agua y jabon, lo cual no
reduce significativamente la carga microbiana (de Jong et al., 2008), debido a
que no ejerce un efecto de eliminacién de microorganismos, a diferencia de la

aplicacion de desinfectantes (Becker, 2009; Wirtanen and Salo, 2003).

Desinfeccion

De acuerdo con Rutala et al. (2008), la desinfeccion se describe como el
proceso de destruccibn de microorganismos patdgenos, excepto bacterias
formadoras de esporas sobre objetos o superficies inanimadas, usualmente se
emplean desinfectantes quimicos. Este proceso incluye la eliminacion de

diversos microorganismos, tales como virus, bacterias y protozoarios parasitos
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(Hayes, 1997). Esto ayuda considerablemente a la reduccion de enfermedades

transmitidas por agua y alimentos contaminados (Bitton, 1994).

Caracteristicas Deseables para un Desinfectante

De acuerdo con Hayes, (1997), los desinfectantes utilizados para

superficies de contacto deben cumplir con las siguientes caracteristicas:

- Eliminar rapidamente los microorganismos y en particular igualmente
efectivo tanto para bacterias Gram-positivas como para bacterias
Gram-negativas.

- Razonablemente estable en presencia de materia organicay en caso
de ser necesario, en presencia de agua salada.

- No ser corrosivo.

- Ser inodoro o bien tener un olor inofensivo.

- No ser toxico ni irritante al contacto con piel y ojos.

- Estable durante periodos prolongados de almacenamiento en forma
concentrada y durante periodos cortos en forma diluida.

- Tener un precio accesible y de uso rentable.

La aplicacién de productos desinfectantes reduce de manera significativa
la presencia de bacterias, ademas, la asociacion de estos productos con un
protocolo de aplicacion favorece a una mayor reduccion de microorganismos
oportunistas tales como bacterias coliformes en cocinas y bafios (Cuadro 1)
(Rusin et al., 1998).
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Cuadro 1.- Desinfectantes mayormente empleados en la industria alimentaria

Desinfectante Ventajas
Cloro Amplio espectro de accion
Precio accesible

Facil aplicacion

lodo Amplio espectro de acciéon
Estabilidad

Facil aplicacion

Cuaternarios de Amonio Estabilidad
No corrosivo

No toéxico

Desventajas

Altamente irritante

Corrosivo

Inestable frente a materia
organica

Relativamente caro

Corrosivo

Requiere concentraciones

elevadas

Precio elevado
No destruye endosporas
Inactivacion por residuos de

detergentes

Cloro

Generalidades

(Tortora, 1995)

El cloro en su estado natural (Cl,), es altamente reactivo y al entrar en

contacto con el agua, se disocia de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Cl, + HoO «— HOCI + H" + CI

Los desinfectantes a base de cloro mayormente empleados son los

hipocloritos, los cuales se encuentran disponibles tanto en forma liquida

(Hipoclorito de Sodio), como en forma sélida (Hipoclorito de Calcio). Estos son

desinfectantes de amplio espectro que aplicados en bajas concentraciones (5-
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6%) no generan residuos téxicos, tienen un costo accesible asi como rapida
accion y una baja incidencia de casos serios de intoxicacion (Mc elhatton y
Marshall, 2007).

La actividad microbicida del cloro se atribuye principalmente a la
disociacion de los hipocloritos para formar acido hipocloroso (HOCI), la cual es
la forma mas activa para la desinfecciéon. Sin embargo, la disociacién del acido
hipocloroso en i6n hipoclorito (OCI") da lugar a la forma menos activa, lo cual
disminuye el efecto microbicida. Este proceso esta dado por variaciones de pH
(Figura 1, Tomada de McElhatton y Marshall, 2007), por lo cual es necesario
manejar condiciones controladas de pH para disminuir la conversion del acido
hipocloroso en i6n hipoclorito (Rutala et al., 2008), la cual se expresa en la

siguiente ecuacion:

HOCI <«—— H" + OCrI

Modo de Accion del Cloro

El mecanismo mediante el cual los iones de cloro libre destruyen los
microorganismos aun no ha sido descrito, sin embargo, la destruccion puede
darse como resultado de la oxidacidon de enzimas sulfhidricas, aminoacidos,
pérdida de contenido intracelular, disminucién de la fijacion de nutrientes,
inhibicion de la sintesis proteica, baja captaciéon de oxigeno y baja produccion
de Adenosin Trifosfato (ATP) (Mc Elhatton y Marshall, 2007). Sin embargo,
Kumar et al. (2007) demostraron que la actividad desinfectante del cloro en
cepas de Salmonella y Escherichia coli O157:H7 se lleva a cabo mediante un

proceso de oxidacion y rompimiento de los enlaces bisulfuro presentes en la
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membrana celular, con lo cual se genera el dafio celular y como consecuencia

la célula bacteriana pierde su viabilidad.
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Figura 1. Relacion entre pH y liberacion de OCI- y HOCI.

Otro factor que afecta la actividad del cloro es la presencia de materia

organica, debido a que el HCIO y OCI reaccionan con la materia organica, con

lo cual disminuye considerablemente la concentracion de cloro libre y como

consecuencia la pérdida de accion microbicida y la necesidad de incrementar

las concentraciones de desinfectante (MceElhatton y Marshall, 2007; Maier,

2000).

La presencia de materia organica en utensilios de cocinas de hogares

como esponjas y trapos, es uno de los principales inconvenientes para la accidon

microbicida del cloro, aunado a una elevada concentracién de microorganismos
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mesofilos aerdbicos, asi como mohos y levaduras dificultan la accion de
concentraciones elevadas de cloro, incluso al emplear soluciones al 10%
(Sharma et al., 2009).

Empleo de Cloro como Agente Desinfectante

El cloro mayormente utilizado es el hipoclorito de Sodio (NaOCI), el cual
muestra actividad microbicida de amplio espectro. Asi mismo, la actividad del
cloro es un aspecto ampliamente estudiado en diferentes trabajos (Vessoni-
Penna et al., 2001).

Rusin et al. (1998) evaluaron la aplicacién de hipoclorito de sodio para
disminuir la presencia de microorganismos indicadores de contaminacién fecal
en diferentes sitios del hogar, en el cual lograron una reduccion de hasta 4
Log1o de microorganismos coliformes fecales, bacterias mesofilicas aerdbicas,

hongos y levaduras.

La aplicacion de productos desinfectantes a base de cloro es una
herramienta muy util para disminuir la carga microbiana. Guimaraes et al.
(2000) evaluaron la actividad microbicida del cloro ante microorganismos
patdgenos. Los resultados obtenidos muestran el efecto de reduccion de las
poblaciones microbianas de estos microorganismos, incluso se mostro el efecto
desinfectante ante cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas

aeruginosa resistentes a antibidticos.
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El cloro presenta también efecto viricida, Mbithi et al. (1990)
determinaron que la aplicaciéon de 5,000 ppm de cloro, reduce en mas del

99.9% la contaminacién por virus de Hepatitis A en superficies de contacto.

La inactivacion de particulas virales por accion del cloro se lleva a cabo a
nivel de proteinas de la capside o a nivel de acidos nucleicos. Sin embargo, el
sitio de accion puede variar en relacién con la concentracion de desinfectante y
el tipo de virus. Se ha determinado que concentraciones de cloro libre menores
a 0.8 mg/L inactivan el ARN de poliovirus sin generar mayores dafios
estructurales, mientras que concentraciones mayores a 0.8 mg/L ejerce un dafo

en el genoma viral, y en las proteinas de la capside (Maier, 2000).

Barker et al. (2004) establecieron que altas concentraciones de cloro
reducen la concentracion de Norovirus presentes en superficies en periodos
cortos de contacto (1 min), con lo cual se disminuye la diseminaciéon de
Norovirus hacia diferentes superficies, caso contrario a superficies en las cuales
unicamente se llevo a cabo la practica de limpieza empleando solo detergentes,
lo cual no evita la diseminacion de las particulas virales hacia otras superficies

de contacto.

Gerba y Kennedy (2007) establecieron que el uso de hipoclorito de sodio
reduce hasta un 99.99% el numero de Rotavirus, virus de Hepatitis A vy
Adenovirus cuando es utilizado para el lavado de ropa en el hogar. Por otra
parte, Casteel et al. (2008) evaluaron la actividad microbicida del cloro a 200
ppm para la eliminacion de virus de Hepatitis A y bacteriéfago MS2 en fresa,

lechuga y tomate, obteniendo porcentajes de reduccion = 99%.
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Compuestos Cuaternarios de Amonio

Generalidades

Los compuestos cuaternarios de amonio, comunmente se presentan en

forma de sales cuya formula general se expresa de la siguiente manera:

(NRs)*X

Quimicamente, los compuestos cuaternarios son moléculas en las
cuales, el atomo de nitrogeno (N) presenta valencia cinco, cuatro de los
radicales sustituyentes (R1-R4) son grupos alquilo o radicales heterociclicos de
cadena larga, mientras que el radical negativo (X') es un halogenuro, sulfato o
molécula similar. Algunos de los compuestos cuaternarios mayormente
empleados son el cloruro de alkil-dimetil-benzil-amonio, cloruro de alkil-didecil-
dimetil-amonio y cloruro de dialkil-dimetil-amonio, los cuales son conocidos
como agentes desinfectantes que presentan el inconveniente de inactivacion
ante aguas duras: sin embargo, existen nuevas estructuras conocidas como
compuestos de cuarta generacién tales como bromuro de didecil-dimetil-amonio
y bromuro de dioctil-dimetil-amonio, los cuales presentan mayor resistencia ante

la dureza del agua (Rutala et al., 2008).

Este tipo de estructuras son consideradas como agentes surfactantes
debido a su capacidad de romper la tension superficial del agua y presentan
tanto una parte anionica como una cationica, de las cuales R representa el
numero de atomos de hidrégeno, los cuales pueden ser sustituidos por grupos
radicales alkilo o arilo; mientras que X representa la parte anidnica que
generalmente es representada mediante un cloruro o un bromuro (Mc elhatton y
Marshall, 2007).
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La parte hidrofébica de estos compuestos (NR4)" interactia con las
particulas de origen lipidico, mientras que la parte anionica incrementa la
solubilidad del compuesto surfactante en una solucion acuosa (Mc elhatton y
Marshall, 2007).

Modo de Accion de Cuaternarios de Amonio

Estos productos son considerados como agentes desinfectantes de bajo
nivel y ejercen su accion desinfectante mediante dafio a nivel de la membrana
celular, al ponerse en contacto el compuesto con la superficie bacteriana, la
parte cationica (NR4)" se asocia a los grupos fosfatos de los fosfolipidos de la
membrana, liberando el residuo hodrofébico para alterar la semipermeabilidad
de la membrana, provocando la salida de compuestos fosforilados. Ademas,
estos compuestos se introducen en la célula y desnaturalizan las proteinas
(Rutala et al., 2008).

Usos de Compuestos Cuaternarios de Amonio como Desinfectantes

Las principales aplicaciones de estos agentes se destinan para
desinfeccion de areas no criticas, asi como para la desinfeccion en el hogar.
Generalmente estos compuestos se utilizan en concentraciones que oscilan
entre 50 a 500 partes por millén (ppm), asi como temperaturas de hasta 40°C
las cuales requieren de periodos de tiempo de 1 a 30 min para garantizar un

buen efecto desinfectante (Mc elhatton y Marshall, 2007).
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Estudios previos han demostrado la actividad microbicida de estos
compuestos, en los cuales se comprueba la actividad microbicida ante células
vegetativas de microorganismos como Enterobacter cloacae, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Serratia marcescens. Sin embargo, no logran ejercer
un efecto ante microorganismos esporuladores tales como bacterias del género
Bacillus. Por lo tanto, estos compuestos son principalmente empleados como
antisépticos o bien sobre superficies duras y porosas con la finalidad de
disminuir la carga microbiana, reduciendo el riesgo de contaminaciones

cruzadas (Vessoni et al., 2001).

Chaidez et al. (2007) evaluaron la actividad microbicida de compuestos
cuaternarios de amonio ante Escherichia coli y Staphylococcus aureus,
mediante el empleo de 100 y 200 ppm del desinfectante bajo condiciones
extremas de materia organica, obteniendo porcentajes de reduccion del
99.9999% durante el lavado de frutas y vegetales. Por otra parte, Kim et al.
(2007) determinaron la efectividad de diferentes concentraciones de
compuestos cuaternarios de amonio para la eliminacion de Enterobacter
zakazakii de la superficie de utensilios, encontrando un mayor efecto
microbicida de estos compuestos contra células vegetativas, en comparacion

con un efecto microbicida obtenido en bio-peliculas de este microorganismo.

La actividad microbicida de los compuestos cuaternarios de amonio
puede extenderse hasta la eliminacion de particular virales, principalmente en
virus que presenten envoltura tales como virus de inmunodeficiencia humana y
virus de Hepatitis B. En este ultimo, el efecto se lleva a cabo mediante la
desintegracion de la envoltura externa, lo cual induce cambios morfolégicos en
la particula viral y como consecuencia la pérdida de infectividad del virus (Mc
Donnell y Russell, 1999).
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En estudios previos, Tsao et al. (1989) demostré la actividad microbicida
de compuestos cuaternarios de amonio en la eliminacién de contaminacioén por
el virus con envoltura Herpes simplex tipo 1, tanto en superficies de contacto
como en soluciones acuosas, logrando reducciones de hasta seis logaritmos
(Log1p) de particulas virales. Este efecto se explicé debido al desprendimiento
de la envoltura de la particula viral por la interaccion con los compuestos

cuaternarios de amonio.



MATERIALES Y METODOS

Seleccion de Hogares

El presente estudio se llevo a cabo durante los meses de Agosto de 2008 a
Enero de 2009, en la ciudad de Culiacan, Sinaloa, México. Esta ciudad se
localiza en la region noroeste del pais y cuenta con una poblacion de alrededor
de 1 millobn de habitantes (INEGI, 2005).

La seleccidon de hogares se llevd a cabo en base a cinco criterios de

inclusion:

e Hogar con cocina (cubierta, tarja, esponja, trapo de limpieza y tabla para
corte).

e Hogar con bafio (Lavamanos, regadera, inodoro y tapa del mismo).

e Ama de casa en el hogar.

¢ Hijos menores de 12 afios (que utilicen juguetes).

e Mascota.

Una vez seleccionados los hogares, se dividieron en dos grupos:

1) Treinta hogares denominados “hogares caso”, donde se aplicaron

diferentes productos desinfectantes en base a un protocolo de aplicacion.

2) Treinta hogares denominados “hogares control”, en los cuales los

habitos de higiene no se modificaron.
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Para los “hogares caso”, se contdé con un programa de capacitacion, el
cual consistid en instrucciones sobre la preparacion y aplicacion (cantidad,
periodicidad, modo de aplicacion y bitadcora de registro) de los diferentes

productos desinfectantes proporcionados (Cuadro 2).

Para los “hogares control”, las instrucciones consistieron en no modificar
sus habitos de higiene, es decir, llevaron a cabo la limpieza del hogar de la
manera en que comunmente lo hacen, y en el caso de usar diferentes
productos detergentes o desinfectantes, no modificar la manera en que

tradicionalmente lo hacen.

Las areas a analizar en ambos grupos de hogares fueron en cocina
superficies de cubiertas, tarjas, tablas de corte, trapos y esponjas, mientras que
en el bafo se seleccionaron superficies de lavamanos, pisos de regaderas,
tapas de inodoros e inodoros. También se incluyeron juguetes para nifos y

areas de descanso para mascotas (Figura 2).

La toma de muestra en ambos grupos de hogares, se realiz6 con una
periodicidad semanal sin previo aviso, con excepcion de la primer semana de
estudio para los “hogares caso”, en los cuales se asisti6 para proveer los
desinfectantes y el programa de capacitacion. Previo a la capacitacion, se
realizd la toma de muestra en estos hogares y una vez llevada a cabo la

capacitacion, se tomé muestra nuevamente.
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30 HOGARES CASO

Con Aplicaciéon de Protocolo

v

TOMA DE MUESTRA

Semanal

\ 4

COCINA

-Cubierta -Tarja -Esponja -Trapo -Tabla

A4

BANO

-Lavamanos -Regadera -Inodoro -Tapa de inodoro

AREA DE MASCOTA

N

4

JUGUETE DE NINO

v

ANALISIS MICROBIOLOGICO

-Escherichia coli —Salmonella —Staphylococcus aureus —Hepatitis A -Norovirus

Figura 2.-Estrategia de trabajo para el desarrollo del proyecto.
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Cuadro 2.- Protocolo de aplicacion de productos desinfectantes.

Producto

Area

Frecuencia de

aplicacion

Preparacion

Aplicacién

Cuaternarios de

amonio

Cuaternarios de
amonio/

Desengrasante

Hipoclorito de sodio
2.5%

Hipoclorito de sodio
5%
Acido citrico/

tensioactivos ionicos

Hipoclorito de sodio
2.5%

Hipoclorito de sodio
5%

Cubierta y tarja

Trapo, esponja y
tabla

Coladera y tapa
de inodoro

Inodoro

Piso en regadera

Mesas o juguetes

Plato de mascota
o area de

descanso

Dos veces por
dia

Dos veces por
dia

Dos veces por

semana

Dos veces por
semana
Dos veces por

semana

Dos veces por
semana
Dos veces por

semana

1 Tapa (10
mL)

60 mL/L

30 mL/500

mL

Directo

Directo

60 mL/500mL

240 mL/ 4L

Llenar una tapa y verter sobre un

trapo, enjuagar después.

Sumergir los utensilios en la

solucion y dejar secar

Tallar con una esponja
humedecida con la solucion las
superficies y enjuagar

Aplicar directamente sobre las
paredes y dejar actuar por 5 min
Aplicar directamente a 15 cm de

distancia, enjuagar después

Aplicar la solucién, secar la
superficie y enjuagar después
Plato: Aplicar la soluciéon y
enjuagar

Area descanso: trapear con

solucién

Toma de Muestra

La toma de muestra de los diferentes sitios del hogar, se llevo a cabo en

base a lo establecido por la Asociacion Americana de Salud Publica (APHA

siglas en inglés, 1998).

En el caso de superficies de cubierta, tarja, tabla, lavamanos, regadera,

inodoro, tapa de inodoro y area de mascota, la toma de muestra se realizé con

una esponja estéril (Whirl-pak, E. U. A.) previamente humedecida con solucién

amortiguadora de fosfatos (KH,PO,4) estéril. Se froté un area de 30 x 30 cm

(900 cm?) para la recuperacién de los microorganismos presentes. Por otra

parte, la toma de muestra para esponjas y trapos se realizd mediante
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introduccidén de cada utensilio en una bolsa estéril, la cual contenia 100 mL de
agua peptonada estéril para posteriormente exprimirlos hasta recuperar la
mayor cantidad de liquido posible y de esta manera liberar los microorganismos
presentes (APHA, 1998).

Una vez obtenidas las muestras, se transportaron en hieleras con
bloques de gel refrigerante al Laboratorio de Microbiologia Ambiental y de
Alimentos (LMAA) del Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo A.C

Coordinacion Culiacan, para su procesamiento.

Analisis Microbioldgico

Escherichia coliy Staphylococcus aureus

La deteccion y cuantificacion de Escherichia coli y Staphylococcus
aureus se llevo a cabo mediante la técnica de extension en placa. Se tomd un
volumen de muestra de 0.1 mL, el cual se coloco en cajas de petri con medio de
cultivo cromogénico Chromagar ECC (Chromagar, Francia) y Agar Sal y Manitol
(Bioxon, Meéxico) para Escherichia coli 'y Staphylococcus aureus,
respectivamente. La muestra fue extendida sobre la superficie del medio de
cultivo utilizando una varilla de vidrio estéril hasta que la muestra fue totalmente
absorbida por el medio. Posteriormente, las cajas se incubaron durante 24
horas a una temperatura de 45°C para Escherichia coli y 37°C para

Staphylococcus aureus, respectivamente (APHA, 1998).

Una vez concluido el tiempo de incubacion, se llevo a cabo el conteo de
las colonias bacterianas, las cuales se expresaron como unidades formadoras
de colonias (UFC/mL). Esto se realizé mediante el empleo de un equipo cuenta

colonias tipo Quebec para facilitar la visualizacion de las UFC presentes sobre
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la superficie del medio de cultivo y se determin6 como colonia presuntiva para
Staphylococcus aureus a aquella que presentdé una morfologia redonda, con
bordes lisos definidos, ausencia de protuberancias centrales, tamafio pequefo y
coloracion amarilla intensa. Mientras que para Escherichia coli, las
caracteristicas cromogénicas del medio de cultivo promueven el crecimiento de
UFC de color azul intenso, el cual se diferencia del crecimiento de bacterias

coliformes fecales que presentan una coloracion morada.

Para el caso de Staphylococcus aureus, una vez observadas las UFC se
procedié a aislar las colonias presuntivas para posteriormente realizar su
confirmaciéon mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR siglas en
ingles) (Wang et al., 1997).

En los casos de muestras que presentaron sobrepoblacién que dificultd
su conteo, fue necesario realizar diluciones seriadas de la muestra original para

llevar a cabo el procesamiento de las muestras nuevamente.

Salmonella sp.

La presencia de Salmonella sp. se determin6 mediante la técnica del
Numero Mas Probable (NMP) en la cual se utilizaron los medios de cultivo
Rappaport Vassiliadis (Difco, E. U. A.) y agar entérico Hektoen (Bioxon, México)
como medios de enriquecimiento/crecimiento y aislamiento, respectivamente
(APHA, 1998). Para cada muestra a analizar, se prepararon tres series de tres
tubos de ensayo que contenian 10, 5 y 10 mL del caldo Rappaport Vassiliadis,
en los cuales se inocularon volumenes de 20, 10 y 1 mL, respectivamente de la
muestra original previamente homogeneizada. Los tubos de ensayo inoculados,

se incubaron durante 24 h a 37°C para finalmente interpretar la concentracién
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de Salmonella en base al numero de tubos que presentaron turbidez, es decir,
por cada serie de tubos se contaba el numero de tubos con turbidez por cada
diluciéon y el resultado se comparaba en una tabla de valores para numero mas
probable, basado en el Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods (APHA, 1998).

Posteriormente, de los tubos que resultaron positivos, se tomaron
alicuotas que fueron estriadas sobre agar entérico Hektoen y después de un
periodo de incubacion de 24 horas a 37°C se observo el crecimiento de las
unidades formadoras de colonia (UFC) presuntivas. Estas se determinaron en
base a la morfologia de la UFC, la cual debia ser de forma redondeada,
pigmentaciéon central color negro y un borde definido de color verde
transparente y la confirmacién de las colonias presuntivas se realiz6 mediante
PCR (APHA, 1998; Wang et al., 1997).

Confirmacion de Salmonella y Staphylococcus aureus por PCR

En las muestras sujetas a confirmacion, se extrajo el ADN mediante lisis
por calor. La extraccion consistié en colocar 1 mL de agua nanopura estéril en
tubos de 1.5 mL de capacidad (Eppendorf, EUA) y se agregaron las UFC
presuntivas previamente aisladas. Los tubos herméticamente cerrados fueron
expuestos a agua a temperatura de ebullicibn durante 5 min, y posteriormente a
agua con hielo durante 5 min para generar un choque térmico que permitié la
liberacién del material genético de las células y finalmente se almacené a -20°C

para su conservacion (Poutou et al., 2005).

Una vez obtenido el material genético, se tom6 una alicuota de 2 uL que

se adicion6 a 23 L de la mezcla de reacciéon de PCR, compuesta por 2.5 pL de
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buffer 5x, 3 yL de MgCl, (50uM), 0.6 uL de dNTPs mix, 0.2 pL de enzima Taq
polimerasa (12u/uL), 15.5 pL de agua nanopura y 0.6 pL de iniciadores
especificos (10uM) para Salmonella SAL Ill (TATCGCCACGTTCGGGCAA),
SAL IV (TCGCACCGTCAAAGGAACC) (Sigma-Aldrich) los cuales amplifican un
fragmento de 275 pares de bases del gen invA; mientras que para
Staphylococcus aureus los iniciadores especificos empleados fueron SA |
(GCGATTGATGGTGATACGGTT), SA 1l (CAAGCCTTGACGAACTAAAGC)
(Sigma-Aldrich, EUA) que amplifican un fragmento de 276 pares de bases de un
gen de nucleasas (Wang et al., 1997; Brakstad et al., 1992).

La reaccibn de PCR se realizo al mismo tiempo para ambos
microorganismos en un termociclador Mastercycler (Eppendorf, EUA) y las
condiciones para la amplificacién fueron las siguientes: 1 ciclo de 94°C durante
15 s, 35 ciclos de 94°C durante 3 s, 50°C durante 10 s, y 74°C durante 35 s.
Para finalizar el proceso, se establecié un ciclo final de extensién de 74°C
durante 2 min y 45°C durante 2 s. (Wang et al., 1997).

Los productos de reaccion obtenidos fueron separados mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1%, tefidos con 1uL de bromuro de etidio
(1mg/ml) 1%, al cual se le aplico un voltaje de 75 voltios durante 35 min en una
camara de electroforesis unidireccional, en la cual el material genético migré del
polo negativo hacia el polo positivo de la camara, finalmente los geles se
observaron en un transiluminador UV (Spectroline, EUA) y las imagenes se

capturaron con una camara digital CAMEDIA C-7070 (Olympus, Japon).

Una vez realizada la confirmacibn de las cepas presuntivas de
Salmonella, las cepas positivas se enviaron al Instituto Nacional de Diagnéstico
y Referencia Epidemiolégica (INDRE, México) para llevar a cabo el proceso de

serotipificacion, empleando la metodologia de Kauffman-White.
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Deteccion de Hepatitis A y Norovirus

La deteccion de los virus de Hepatitis A y Norovirus en muestras de
esponjas y trapos, se llevo a cabo mediante la extraccidon de ARN, basados en
el manual de usuario del kit QIAMP Viral Mini Kit (QIAGEN, EUA), como lo

recomienda el fabricante:

Brevemente, en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL se colocaron 560
ML de mezcla buffer AVL-ARN carrier. Se agregaron 140 pyL de muestra y se
agité por 15 s y posteriormente se incubd a temperatura ambiente por 10 min,
posteriormente, se aplico un ciclo corto de centrifugacidbn para después
adicionar 560 pL de etanol (96-100%), se incubd a temperatura ambiente
durante 15 s y se agregd 630 pL de esta soluciéon en una columna QlAamp spin
para centrifugar a 8000 rpm por 1 min. Posteriormente, se coloco la columna en

un tubo nuevo para dar un nuevo lavado con etanol.

Concluida la etapa anterior, se afiadieron 500 uL de buffer AW1 a la
columna para centrifugar nuevamente a 8000 rpm por 1 min, para
posteriormente retirar la columna del tubo y colocarla en un tubo nuevo y aplicar
500 pL de buffer AW2 y centrifugar a 14000 rpm por 3 min. Posteriormente, se
colocé la columna en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL para agregar 60 uL
de buffer AVE y se procuré que el volumen quedara justamente en el centro del
tubo y no en las paredes y se incubé a temperatura ambiente por 1 min y

centrifugar a 8000 rpm por 1 min.

El producto obtenido considerado como ARN molde para la reaccién de

PCR, se almacen6 a -20°C para su conservacion.
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El proceso de retro transcripcion para Hepatitis A se llevd a cabo mediante
el kit Access RT-PCR system kit (Promega) con las siguientes proporciones de
reactivos para la mezcla de reaccion: 32.75 yL de ARN molde al cual se
adicion6 17.25 pL de la mezcla que contenia 1 uL de dNTPs (40 mM), 10 pL de
Buffer 5x, 2 yL MgSO4 (25 mM), 0.25 pL de inhibidor de ARN asas (40 u/uL), 1
ML de AVM retro-transcriptasa (5 u/uL), 1 yL de Taq polimerasa (50 u/uL), y 1
ML de los iniciadores especificos L3 (50 mM)
(CTTCCTGAGCATACTTTGAGTC) y L4 (50 u/pL) (CCAGACCTCCATTGAACT)
(Robertson et al.,, 1992) (Sigma -Aldrich, EUA). Las condiciones de
retrotranscripcion fueron un ciclo de 45°C durante 45 min, seguido de 94°C
durante 2 min, 94°C durante 0.5 min, 51°C durante 1 min, 68°C durante 2 min y
68°C durante 10 min.

Para Norovirus, el proceso de retro transcripcion se llevo a cabo mediante el
kit Access RT-PCR system Kit (Promega, EUA) con las siguientes proporciones
de reactivos: 5 yL de ARN molde se adicionaron a 40 uL de la mezcla de
reaccion, la cual contenia 27.75 uL de agua libre de ARN asas, 1 yL de dNTPs
(40 mM), 10 pyL de Buffer 5x, 2 yL de MgSO,4 como catalizador, 0.25 uL de
inhibidor de ARN asas, 1 yL de AVM retro-transcriptasa (5 u/uL), 1uL, de Taq
polimerasa y 1 pL de los iniciadores especificos MJV12 (50 pM)
(TAYCAYTATGATGCHGAYTA) y RegA (50 puM)
(CTCRTCATCICCATARAAIGA) (Kingsley and Richards, 2001) (Sigma-Aldrich,
EUA).

Las condiciones de amplificacion fueron un ciclo de 45°C durante 45 min,
seguido de 94°C durante 2 min, 94°C durante 0.5 min, 50°C durante 1 min,
68°C durante 2 min y 68°C durante 7 min.
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Este proceso para la deteccion de ambos virus, se llevdo a cabo en un
termociclador mini opticon (Bio-Rad, EUA) bajo las condiciones anteriormente

descritas.

Diseno Estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron mediante analisis de varianza, se
utilizé un disefio de medidas repetidas con el paquete estadistico SPSS version
17. Los resultados del periodo denominado basal (Semana 1) se utilizaron
como la concentracion inicial de la carga microbiana en los diferentes puntos
del hogar. Los factores con sus diferentes niveles, asi como la variable de

respuesta se muestran a continuacion:

e Variable de respuesta : Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
e Factor tratamiento
o Nivel 1
Casas con aplicacién de productos desinfectantes
o Nivel 2
Casas sin aplicacion de productos desinfectantes
e Factor tiempo
o Nivel 1
Periodo basal
o Niveles 2-6

Semana 1, Semana 2, Semana 3, Semana 4, Semana 5



RESULTADOS Y DISCUSION

Presencia de Escherichia coliy Staphylococcus aureus en el Hogar

Los sitios con mayor concentracion microbiana se encontraron en cocina
y fueron la tarja, esponjas y trapos, mientras que en el bafo fue el inodoro, en el
cual se observd un incremento en la concentracion de Escherichia coli ademas
de la persistencia e incremento a través del estudio de Staphylococcus aureus

principalmente en el grupo de hogares control.

La concentracion de Escherichia coli y Staphylococcus aureus en la tarja
disminuyo a través del tiempo, excepto en la segunda semana que presentd un
ligero incremento (1 Logo) para ambos microorganismos, en relaciéon con la
semana inicial. No obstante, esta concentraciéon se mantuvo siempre menor a la
concentracion inicial. Las esponjas de hogares con aplicacion de protocolos
tuvieron una reduccién significativa del 99.9% (3 Log1o), manteniendo la carga
microbiana en niveles menores al periodo inicial (4 Log1o). Por otra parte, las
esponjas del grupo control conservaron una elevada concentracién microbiana
(1 -10 Logip) durante el estudio, incluso durante la segunda semana se
present6 un incremento considerable (figuras 3 y 4) similar al periodo inicial. Los
trapos en el grupo caso mostraron una reduccion significativa (p<0.05) solo

después de la aplicacion de desinfectantes en el periodo inicial.

La interaccién entre microorganismos patogenos y la preparacion de
alimentos juega un rol muy importante en el desarrollo de brotes epidémicos,
como ejemplo un caso generado por Staphylococcus aureus el cual tiene la
capacidad de desarrollar resistencia a multiples antibidticos y desencadenar

enfermedades en comunidades (Jones et al., 2002), asi como intoxicaciéon por
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consumo de alimentos durante eventos de asistencia masiva (Kitamoto et al.,
2009).

van Asselt et al. (2008) sugieren que la transferencia de microorganismos
como Campylobacter jejuni puede generarse durante la preparacion de los
alimentos, de esta manera se distribuyen los microorganismos hacia manos,

tablas de corte y cuchillos, proceso conocido como contaminacién cruzada.

Oundo et al. (2008) establecen que las personas que participan en la
preparacion de alimentos pueden adquirir patégenos potenciales como
Escherichia coli enteroagregativa y distribuirlos en puntos de la cocina, lo cual
pone en riesgo a los habitantes del hogar. Mattick et al. (2003) determinan que
las practicas de higiene basadas en el empleo de detergentes no reducen
significativamente la contaminaciéon microbiana, por lo tanto, microorganismos
patdbgenos como Salmonella y Escherichia coli pueden sobrevivir y transferirse
a diferentes superficies principalmente mediante trapos y esponjas

contaminadas.

De acuerdo con Barker et al. (2003) el uso de desinfectantes debe ser
considerada como una alternativa para mejorar las condiciones de higiene en el
hogar, reduciendo de esta manera la contaminacién cruzada durante la
preparacion de alimentos, y adicionalmente el seguimiento de protocolos de
aplicacion de desinfectantes debe implementarse como una medida para

favorecer las condiciones de higiene en el hogar (Cogan et al., 1999).
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Las muestras analizadas para la determinacién de Salmonella sp. fueron

esponjas y trapos de cocina. Se analizé un total de 720 muestras de ambos

grupos de hogares, las cuales correspondieron a 180 esponjas y 180 trapos del

grupo de hogares caso y la misma cantidad para el grupo control. Los

resultados obtenidos para la presencia de Salmonella, asi como los diferentes

serotipos encontrados se muestran en los cuadros 3 y 4, respectivamente.

Cuadro 3.-Presencia de Salmonella en esponjas y trapos de cocina

Hogares Muestra Positivo* Negativo Maximo Minimo
Esponja 2 178 1,200 610

Caso Trapo 3 177 2,100 320
Esponja 2 178 1,600 300

Control Trapo 6 174 110, 000 930

Positivo. — Expresa la presencia de Salmonella sp. en las muestras analizadas.
Negativo. — Expresa la ausencia de Salmonella sp. en las muestras analizadas.
Maximo y Minimo.- Expresan valores en Numero Mas Probable (NMP).

*para cada muestra positiva se aislaron cepas para llevar a cabo la serotipificacion.

Cuadro 4.- Serotipos de Salmonella identificados en utensilios

Tipo de muestra

Serotipo

Esponja

Antigeno somatico rugoso
Saint paul

Anatum

Oranienburg

Trapo

Infantis

Oranienburg

Saint paul

Anatum

Factor antigénico O11
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La incidencia de Salmonella y sus serotipos en el hogar fue baja en
ambos grupos de hogares, especialmente en el grupo de hogares control,
donde Salmonella estuvo presente en dos esponjas y seis trapos; mientras que
en el grupo caso se presentaron dos esponjas y tres trapos con presencia de la

misma.

La aplicaciéon de productos desinfectantes se lleva a cabo con la finalidad
de reducir el riesgo de infecciones y el empleo de hipoclorito de sodio como
agente desinfectante, ejerce un efecto microbicida ante microorganismos
patdbgenos como Salmonella y Staphylococcus e incluso con cepas de estos
mismos, resistentes a antibidticos (Guimaraes et al., 2000). La aplicaciéon de
productos desinfectantes bajo condiciones especificas en cocinas resulta en la
eliminaciéon de Salmonella en superficies de contacto y trapos para limpieza de
cocina (Barker et al., 2003). A su vez, Kim et al. (2007) evaluaron la actividad
microbicida de compuestos cuaternarios de amonio para la eliminacién de
bacterias entérica como Enterobacter sakazakii, tanto en células vegetativas
como en bio-peliculas obteniendo porcentajes de reduccion de hasta 99.9999%

de superficies de contacto, asi como de utensilios metalicos.

Presencia de Hepatitis A y Norovirus en Esponjas y Trapos

De un total de 720 muestras analizadas de ambos grupos de hogares
(caso y control) para la determinacién de la presencia de Virus de Hepatitis Ay
Norovirus, 360 correspondieron a esponjas y 360 trapos. Solamente dos
muestras resultaron positivas para la presencia de Hepatitis A, mientras que

Norovirus estuvo ausente.
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A pesar de la baja incidencia de Hepatitis A, la sola presencia de este
representa un riesgo a la salud de las personas debido a la baja dosis
infecciosa necesaria para iniciar una infecciébn. Aademas, la prolongada
sobrevivencia en superficies de contacto que puede durar hasta 42 dias en
superficies soélidas y alrededor de 2 h sobre manos (Liu et al., 2009). Por lo
tanto, se considera importante la aplicacion de productos desinfectantes a base
de cloro, las cuales a concentraciones de 5,000 ppm, promueven la eliminacién
de Norovirus tanto en superficies de contacto, como en trapos de cocina (Barker
et al., 2004).

Casteel et al. (2008) determinaron que la desinfeccion de frutos en el
hogar, mediante el uso de cloro a 200 ppm de cloro libre, logra una reduccién =
al 99 % de particulas virales de Hepatitis A, mientras que Gerba y Kennedy
(2007) determinaron que la aplicacion de hipoclorito de sodio en una
concentracion del 5% promueve la eliminacion de virus entéricos como
Rotavirus, Adenovirus y Virus de Hepatitis A en al menos el 99.99%, durante el

lavado de ropa y enseres del hogar.
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Figura 3.- Concentracién de Escherichia coli por area, grupo y tiempo en hogares.
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Figura 4 Concentracion de Staphylococcus aureus por area, grupo y tiempo en hogares.
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Evaluacién de la Actividad Microbicida de Productos Desinfectantes en base a
Protocolos de Aplicacidon en Hogares

El empleo de productos desinfectantes en base a un protocolo de
aplicacién favorecié la reduccidon de la carga microbiana en el grupo de
hogares caso, con respecto al grupo de hogares control (Figura 5). Sin
embargo, la adherencia a los protocolos de aplicacion, requiere de un periodo
de adaptacion, por parte de la poblacién, para llevarlos a cabo de forma
continua que permita una eficiente y constante reduccion de la carga
microbiana (Figura 6).

3.0 —8®— Caso

—B— Control

2.761

2.5

2.0

1.5 1

Carga microbiana (Log 10)

1.0 1

0.5+

Inicial Semanat

Figura 5.- Comparacion de los grupos de hogares en estudio, basados en la reduccion
microbiana presente en el hogar.



51

Los resultados obtenidos muestran que las poblaciones bacterianas
disminuyeron después de la aplicacidon protocolizada de los productos
desinfectantes, esto en comparaciéon con el grupo de hogares control. Este
efecto, se aprecia principalmente para Escherichia coli y Staphylococcus aureus
(Cuadros 5 y 6), los cuales redujeron su concentracion durante el tiempo de
estudio. Por otra parte, en algunos periodos se aprecié un ligero incremento de
las poblaciones microbianas, esto posiblemente debido a fallas por parte de las
personas, en el seguimiento de los protocolos de aplicacion. El grupo de
hogares con aplicaciéon de protocolos de desinfeccion mostré una tendencia a
disminuir la carga microbiana, con reducciones promedio de 2.5 Logi Yy
porcentajes de reduccion entre el 99 y 99.9999% (2-6 Logq) tanto para
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, con lo que se mantuvieron bajas

concentraciones de carga microbiana durante las seis semanas del estudio.

Ademas de la reducciéon logaritmica (% de reduccion) de la carga
microbiana en el hogar, también se aprecid la disminucion de la presencia de
muestras positivas en las diferentes areas analizadas, en las cuales se logré la
disminucién desde un 50% hasta un 100% la presencia de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus durante el tiempo de estudio, principalmente para el
grupo de hogares caso (Figuras 7 y 8). De manera contraria, el grupo de
hogares control presentd una concentracion microbiana permanente con
valores promedio de 2 Log1 Y 0.5 Log1o y con valores maximos de 10.5 Logo y
9.21 Log1o para Escherichia coli y Staphylococcus aureus, respectivamente.
Una tendencia a la persistencia microbiana fue evidente, principalmente en
esponjas y trapos de cocina con valores similares durante las diferentes
semanas en relacién con la semana inicial, e incluso en algunas areas como
regadera, inodoro y tapa del inodoro se presenté un incremento durante el

tiempo de estudio.
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Cuadro 5.- Concentracion de Escherichia. coli en el hogar (Media y Rango)

Area Tratamiento Inicial Semana1 Semana2 Semana3 semana4 Semanab
Cubierta  Caso 3.271(0-10.00) .994(0-6.00)° .957(0-5.96)° 1.203(0-9.86) .997(0-6.30)° .299(0-4.56)°
Control 1.866(0-10.45) .951(0-6.95) .7925(0-6.10) .696(0-5.89) .8711(0-6.48) 1.014(0-6.48)
Tarja Caso 3.805(0-8.85) 1.49(0-6.30)® 2.502(0-7.46) 1.86(0-7.97)* 1.268(0-5.99)° .842(0-5.69)°
Control 2.856(0-7.85) 2.758(0-7.93) 1.876(0-8.35) 1.546(0-8.28) 2.032(0-8.60)  .913(0-6.30)
Esponja  Caso 3.701(0-9.85) .527(0-5.66)™ 1.56(.53-2.59)° 1.891(0-7.62) 1.692(0-7.48) 1.212(0-6.00)°
Control 3.270(0-10.12) 2.82(0-10.43) 3.156(0-7.75) 1.367(0-8.43) 2.196(0-8.60) 2.022(0-10.30)
Trapo Caso 2.443(0-8.30) .324(0-5.47)® 2.268(0-9.85) 2.72(0-9.91)° 1.272(0-7.88) 1.164(0-7.85)
Control 3.796(0-10.60) 1.961(0-9.69) 2.781(0-8.03) .738(0-8.37) 2.636(0-8.48) 2.032(0-10.30)
Tabla Caso 2.054(0-7.00) .481(0-5.77)°  .805(0-8.45) .654(0.7.78) .263(0-3.95)°  .579(0-4.43)
Control 1.251(0.8.58) .263(0-3.95) .790(0-4.95) .438(0-4.65) .597(0.10.30) 1.019(0-5.99)
Lavamanos Caso 1.618(0-10.30) .283(0-4.26)° .671(0-10.17) .423(0-4.80) .881(0-6.00)  .333(0-5.16)
Control 555(0-8.28) .241(0-7.23)  .131(0-3.95) 0.00(0-0)  .886(0-6.00) 0.00(0-0)
Regadera Caso 2.531(0-10.00) .665(0-5.69)° .848(0-7.42)° 2.220(0-8.03) 1.180(0-8.00)  .651(0-7.85)
Control 1.888(0-7.43) .905(0-6.17) 1.272(0-7.77) 1.197(0-7.92) 1.454(0-5.61) 1.461(0-8.30)
Inodoro  Caso 4.145(0-10.48) .283(0-4.56)™ .981(0-10.13)° .907(0-5.73)° 1.025(0-9.85)° .694(0-6.90)
Control 1.728(0-6.82) 2.311(0-7.07) 1.962(0-9.80) 1.182(0-7.89) 1.659(0-10.00) 2.228(0-10.48)
Iﬁm foe Caso 2.022(0-8.48) .298(0-5.00)° .578(0-6.30)  0.00(0-0)*  .563(0-7.30) 0.00(0-0)°
Control 1.403(0-6.35) .488(0-5.95) .398(0-6.64) .425(0-6.95) .839(0-6.30)  .752(0-7.30)
ﬁf:cgfa Caso 3.038(0-10.00) .455(0-5.77)° .559(0-5.82)* .487(0-5.18)* 1.115(0-5.90)° .307(0-5.28)°
Control 1.351(0-8.34) .656(0-7.88) .538(0-7.00) 1.020(0-9.23)  .874(0-8.30)  .215(0-6.48)
JNLi‘gé‘ete de Caso 1.745(0-7.30) .631(0-6.48) .419(0-6.45) .593(0-5.23) .131(0-3.95)° .131(0-3.95)*
Control .943(0-5.90) .371(0-6.58) 0.00(0-0) .147(0-4.43)  .390(0-6.48)  .261(0-7.85)

Caso; Hogares con aplicacion de productos desinfectantes, Control; Hogares sin aplicacion de desinfectantes
Valores medios expresados en Log 10/900 cm?, () valores maximos y minimos, ® Significancia dentro del mismo grupo
de hogares, ° Significancia entre grupo de hogares, espacios sin letras no tienen diferencia estadistica.
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Cuadro 6.- Concentracion de Staphylococcus aureus en el hogar (Media y Rango)

Area Tratamiento Inicial Semana1 Semana2 Semana3 Semana4 Semanab
Cubierta Caso 427(0-7.90)  0.00(0-0° .184(0-5.55) .507(0-8.58) .174(0-5.23)  0.00(0-0)°
Control 200(0-6.00)  0.00(0-0)  0.00(0-0)  0.00(0-0)  0.00(0-0)  0.00(0-0)
Tarja Caso 771(0-7.94)  0.00(0-0)° .802(0-7.07) .457(0-8.41)  0.00(0-0)°  0.00(0-0)°
Control 509(0-9.21)  0.00(0-0) .206(0-6.21) .206(0-6.20)  0.00(0-0)  0.00(0-0)
Esponja Caso 594(0-6.43) .214(0-6.43)  0.00(0-0) .173(0-5.21)  0.00(0-0)°  0.00(0-0)
Control 489(0-8.58)  0.00(0-0) .588(0-9.00)  0.00(0-0)  0.00(0-0) .147(0-4.43)
Trapo Caso .913(0-8.03) .276(0-8.28) .284(0-8.54) .202(0-6.07) .333(0-5.45)  0.00(0-0)°
Control 486(0-8.03)  0.00(0-0) .537(0-10.2) .151(0-4.56)  0.00(0-0)  0.00(0-0)
Tabla Caso 683(0-8.26)  0.00(0-0) .198(0-5.94) .379(0-5.88) .219(0-6.58)  0.00(0-0)°
Control 0.00(0-0) .241(0-7.23)  0.00(0-0) .170(0-5.10)  0.00(0-0)  0.00(0-0)
Lavamanos Caso 197(0-5.94) .273(0-8.20) .685(0-8.10) .679(0-10.20) .363(0-5.46)  0.00(0-0)°
Control 0.00(0-0)  0.00(0-0) .718(0-9.88)  0.00(0-0)  0.00(0-0)  0.00(0-0)
Regadera Caso 438(0-7.18) .416(0-7.40) .170(0-5.10) 0.00(0-0) .140(0-4.22) .171(0-5.16)
Control 397(0-5.98) .611(0-6.49)  0.00(0-0) .179(0-5.39)  0.00(0-0) .227(0-6.83)
Inodoro Caso 1.157(0-8.31)  0.00(0-0)  0.00(0-0) .450(0-8.03) .147(0-4.42)  0.00(0-0)
Control 507(0-8.75) .676(0-8.53) .284(0-8.54) .480(0-8.02) .540(0-9.23) .262(0-7.86)
E%i?oe Caso 294(0-8.84)  0.00(0-0)° .488(0-8.07) .720(0-8.23)  0.00(0-0°  0.00(0-0)°
Control 610(0-6.23) 1.106(0-9.99)  0.00(0-0)  0.00(0-0)  0.00(0-0)  0.00(0-0)
Area de Caso 209(0-6.28)  0.00(0-0) 0.00(0-0)°  0.00(0-0)  0.00(0-0)°  0.00(0-0)°
Mascota
Control .301(0-9.03) .436(0-6.64)  0.00(0-0) .194(0-5.83)  0.00(0-0)  0.00(0-0)
JN‘frggete de Caso 438(0-7.93) .280(0-8.40) .197(0-5.91)  0.00(0-0)  0.00(0-0)°  0.00(0-0)°
Control 163(0-4.91) .213(00-6.41)  0.00(0-0) .210(0-6.33)  0.00(0-0)  0.00(0-0)

Caso; Hogares con aplicacion de productos desinfectantes, Control; Hogares sin aplicacion de desinfectantes
Valores medios expresados en Log 10/900 cm?, () valores maximos y minimos, ? Significancia dentro del mismo grupo
de hogares, ® Significancia entre grupo de hogares, espacios sin letras no tienen diferencia estadistica.
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Los resultados del presente estudio, coinciden con los obtenidos por
Rusin et al. (1998) quienes encontraron la mayor concentracion de coliformes
totales, y coliformes fecales en cocina (esponjas, trapos y tarja), mientras que
las menores concentraciones se encontraron en areas del bafio. A su vez,
Carrasco et al. (2008) determinaron la mayor concentracién de contaminacién
por coliformes fecales y Escherichia coli en esponjas y trapos, seguidos de

cubierta y tablas de corte durante un estudio en hogares.

Estudios previos sugieren que la limpieza basada en el enjuague con
agua es un paso critico para lograr condiciones higiénicas. Sin embargo, el
empleo de soluciones desinfectantes resulta necesario para lograr condiciones
completamente higiénicas (Cogan et al., 2002). Por otra parte, productos
desinfectantes a base de cloro y compuestos cuaternarios de amonio
promueven la disminucion de la concentracion de bacterias coliformes,

coliformes fecales y microorganismos mesoéfilos en el hogar (Rusin et al., 1998).

Los resultados demuestran que el uso de desinfectantes basado en un
protocolo de aplicacion, favorece un mejor efecto microbicida en comparacién
con la aplicacién arbitraria de los mismos. Sin embargo, los resultados también
muestran la necesidad de un periodo de adaptacion a los protocolos. Lo anterior
coincide con Rusin et al. (1998) quienes determinan que las personas requieren
de un proceso de adaptacidon para el mejor entendimiento de una nueva rutina
de higiene en el hogar, reduciendo asi el riesgo de la generacion de resistencia
microbiana; como lo establece Vessoni et al. (2001) quienes sugieren que el
uso inapropiado de desinfectantes puede inducir la resistencia de

microorganismos patégenos.



95

1.4 1 —&— Caso

—B— Control
1.3+

1.2 1

1.1 1

1.0 1

0.9 1

0.8 1

Concentraciéon Log10

0.7 1

0.6

0.5

1 2 3 4 5
Semanas de estudio

Figura 6. Comportamiento de la carga microbiana durante el tiempo de estudio.

La distribucion de microorganismo patégenos en diferentes superficies es
un punto crucial en la cadena de infeccidén, por lo cual, Exner et al. (2004)
determinan que areas con alta manipulacién requieren desinfeccion periédica
para la eliminacién de microorganismos; Barker et al. (2004) sugieren que es
necesario conocer el tipo de superficie de contacto, asi como incluir la
desinfeccion en las practicas de higiene para evitar la transmisién y
diseminacion microorganismos patdogenos e incluso particulas virales como
Norovirus, las cuales pueden eliminarse mediante desinfeccion con hipoclorito
de Sodio.
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La importancia de este tipo de estudios se debe principalmente al
incremento en el numero de brotes de enfermedades transmitidas por alimentos
(ETAs); Curtis et al. (2000) establecen que es necesario implementar campafias
en pro de la higiene en el hogar, con la finalidad de eliminar la presencia de
contaminacion fecal en el ambiente doméstico. A su vez, Stenberg et al (2007)
resaltan la necesidad de establecer estudios dirigidos hacia la deteccién de
microorganismos patégenos en el hogar, asi como la evaluacion de practicas de

higiene, esto mediante investigacion no observacional sino experimental.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio confirman la presencia
de microorganismos patdégenos en el hogar y de importancia para la salud

publica.

El presente estudio demuestra que el empleo de productos
desinfectantes en base a un protocolo de aplicacién, disminuye la presencia de
microorganismos patdégenos tanto en cocina como en bafio, area de mascota y

juguetes.
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GLOSARIO

Definicion de Términos

Limpieza

Se define como el proceso de remocion de materia organica e inorganica
presentes en objetos y superficies, y normalmente se lleva a cabo de manera

manual o mecanica empleando agua y detergentes.

Descontaminacion

Se define como la remocidon de microorganismos patdogenos presentes en
objetos, esto se lleva a cabo para favorecer su manejo, uso o desecho de

manera segura.

Desinfeccion

Es el proceso de eliminacion de todos los microorganismos patdgenos, excepto
bacterias formadoras de esporas. Este proceso se lleva a cabo sobre objetos y

superficies inanimadas.

Esterilizacion

Describe el proceso de destruccidon o eliminacion de todas las poblaciones

microbianas, incluyendo microorganismos formadores de esporas (CDC, 2008).
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PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES

Agar cromogénico ChromAgar ECC.
Agregar 32.8gr del polvo en 1L de agua purificada y disolver mediante
agitacion, adicionar el polvo lentamente en el agua en agitacion y calentar hasta

ebullicion.

Agar entérico Hektoen.
Disolver 76 gr del polvo en 1L de agua purificada y calentar hasta ebullicién, no

requiere esterilizacion.

Agar Sal y Manitol.
Disolver 111gr del polvo en 1L de agua purificada, calentar hasta ebullicion y

esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Agua peptonada.
Suspender 20gr del polvo en 1L de agua purificada, disolver con agitacién y

esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Caldo Rappaport Vassiliadis.
Suspender 26.6gr del polvo en 1L de agua purificada, disolver con agitacion y

esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Soluciéon Buffer de fosfatos.
Suspender 34gr de Fosfato monobasico de Potasio (KH,PO4) en 500 mL de

agua destilada, disolver y ajustar el pH a 7.2 £0.1 con una solucién de Hidrdxido
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76

de Sodio (NaOH) 1N, aforar el volumen a 1L y esterilizar en autoclave a 121°C
durante 15 minutos. De la solucién antes preparada, tomar una alicuota de
1.25mL, aforar a un volumen de 1L con agua destilada y esterilizar en autoclave

a 121°C durante 15 minutos.



LISTADO DE ABREVIATURAS

ADN.- Acido desoxirribonucleico.
APHA. .- American Public Health Association.

ATP.- Adenosin trifosfato.

ARN .- Acido ribonucleico.

CDC. - Center for disease control.

DAEC. - Diffuse Adhering Escherichia coli.

EAEC. - Enteroaggregative Escherichia coli.

EHEC.- Enterohaemorragic Escherichia coli.

EIEC.- Enteroinvasive Escherichia coli.

EPEC.- Enteropathogenic Escherichia coli.

ETEC.- Enterotoxigenic Escherichia coli.

INDRE.- Instituto de Diagnostico y Referencia Epidemioldgicos.
INEGI.- Instituto Nacional de Estadistica y Geografia.
NMP.- Numero mas probable.

PCR.- Polymerase chain reaction.

PPM.- partes por millén.

RT-PCR.- Reverse transcription polymerase chain reaction.
STEC.- Shiga toxin-producing Escherichia coli.

UFC.- Unidad formadora de colonia.

VTEC.- Verotoxin-producing Escherichia coli.

WHO.- World Health Association.
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