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Introduccion

En esta ponencia, se presenta el impacto que fienen los esmaltes con contenido de
plata sobre los indices de supervivencia bacteriana. Ademds, se compara la influencia
de los esmaltes con contenido de plata con las caracteristicas andlogas del acero
inoxidable, las cerdmicas, y los materiales termopldsticos. Ademds, se ha evaluado el
impacto del nano-recubrimiento (Crystal Guard producido por la empresa Chemetal)
sobre el esmalte. Estos materiales se utilizan principalmente para sumideros en
residencias privadas y en edificios puUblicos. El esmalte se aplica también con
frecuencia en calentadores de agua caliente usados para el calentamiento

del abastecimiento de agua potable. La inhibicion del crecimiento bacteriano puede
ser una gran ventaja, especialmente en esta drea de aplicaciéon. A pesar de que el
agua suministrada en la red de suministro de agua potable generalmente no estd
contaminada por ningun microorganismo danino, se puede producir un incremento de
la cantidad de organismos a causa del agua que permanece en las tuberias y los
calentadores durante un largo periodo de tiempo.

Si permanece agua en las tuberias y calentadores de estos sistemas, los
microorganismos construyen una bio-pelicula en la cual pueden ser capaces de resistir
las acciones de los agentes de desinfeccion utilizados comUnmente. Para nuestros
experimentos, se usaron como indicadores dos bacterias indicadoras - Enterococcus
faecium y Escherichia coli — y un ftipico germen de vida acudtica - Pseudomonas
aeruginosa —.

Reduccion de los gérmenes:

B&sicamente, los métodos estdn clasificados de acuerdo con el grado de impacto
negativo sobre los microorganismos. Si un método se considera apto para obtener la
destruccion total de todos los microorganismos, el método se designa como
“esterilizacion.”
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Un i6n desinfectante es un método que produce una reduccidn del niUmero de
gérmenes hasta un nivel en el que ya no es capaz de provocar infecciones en los
humanos. Ademds, diferenciamos entre los métodos que muestran una accidén
bactericida, que significa que las bacterias son efectivamente destruidas, y aquellos
que son bacteriostaticos. En estos Ultimos casos, se inhibe “meramente” la proliferacion
bacteriana. El Ultimo tipo de métodos se usa principalmente para la conservacion en la
tecnologia alimenticia y en la industria cosmética [15].

La eficacia de un método viene indicada con la abreviacion “RF”. Esta indicacion se
refiere al nuUmero de niveles logaritmicos en los que se ha reducido el nUmero de
microorganismos en comparacion con su concentracion inicial. [7, 32] Los procesos de
limpieza pueden resultar en una disminucion de 0.4 a 1 RF. [7]. En algunos casos, este
tipo de procesos de limpieza resulta ser bastante adecuado para obtener un conjunto
de objetivos. Antes de aplicar un proceso de desinfeccidn o un proceso de
esterilizacion, se prescriben, en todos los casos, unos simples procesos de limpieza. [14]

Las influencias fisicas pueden ser perjudiciales para los microorganismos hasta el punto
que ya nos son capaces de reproducirse o simplemente se mueren.

Enfre los diferentes procesos térmicos se conocen bien: la aplicacion de calor seco en
un armario de aire caliente o la aplicacidén de calor a presidon en un autoclave. Estos
procesos son altamente eficaces, y la cantidad en que se reduce el nUmero de
gérmenes es lo suficientemente alta como para considerar estos métodos como
comparables a la esterilizacién. Si los procesos de desinfeccion satisfacen los
requerimientos, el producto se hierve o se somete a vapor de agua a 100 grados
Cenfigrados. En relacion con los materiales de alimentacion, normalmente se aplica un
método denominado “Pasteurizacion”. Dependiendo de qué variacion de este método
se utiliza, los alimentos se someten a temperaturas de entre 62 y 150 grados Centigrados
durante periodos de tiempo variables. Este método se trata realmente de un
compromiso enfre la necesidad de eliminar las bacterias y el requerimiento de retener
las caracteristicas originales de los materiales de alimentacidn que se van de tratar.

Ofro método consiste en la eliminacidon de microorganismos sometiéndolos a
radiaciones de alta energia. Esto puede lograrse con la Radiacién UV de una Ildmpara
especial o por medio de la aplicacién de radiacion ionizada proveniente de sustancias
radioactivas.

Recientemente se han utilizado también microondas, especialmente para la
descontaminacion de materiales de deshecho. [7]

Por ofro lado, existen varios procesos de desinfeccidn quimica. En este grupo, se
pueden usar oxidantes como el Ozono, el permanganato de potasio, y el perdxido de
hidrogeno. Estos productos quimicos actuan a fravés de la oxidacion de las encimas
estructurales y de las encimas, y por lo tanto son téxicas para las células.
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Especialmente los Grupos-SH de las proteinas de las encimas se desnaturalizan por
medio de la oxidacién, y después de esto, ya no estdn disponibles para el metabolismo
de la célula. [7]

Otro grupo importante de oxidantes consiste en el Cloro y en ofros haldgenos. Y ofro
grupo mads esta compuesto de hidroxido de Potasio y de hidroxido de sodio. Estos dos
productos quimicos actian como agentes de desinfeccion, por lo que el grupo OH es
el componente activo de las moléculas.

Con la finalidad de desinfectar superficies e instrumentos se pueden usar aldehidos. Los
alcoholes, en cambio, se aplican cuando se desinfectan las dreas cutdneas y otras
superficies. [4,7]

Plata

La utilizacion de la Plata contfra las enfermedades y para la conservacion de agua
potable no es nada nuevo. El uso de la plata posee una tfradicion de alrededor de 2500
anos. Es sabido que el Rey persa Ciro transportaba su suministro de agua potable
hervida en contenedores de plata para evitar que se pusiese mala. En Europa, hace
unos 100 anos, se comenzd el fratamiento bacteriolégico del agua con plata. Sin
embrago, el método es muy caro y por esta razén ya no se usa mas en las mayores
plantas purificadoras de agua. [15, 24]. Hoy en dia, Unicamente se anade plata al agua
cuando se vigja por zonas tropicales o para la conservacion de agua potable en
contenedores de trenes o en barcos. [4, 5,15]. Ademds, se han desarrollado métodos
para combinar la accién rapida del cloro con las capacidades de conservacion de la
plata.

Las propiedades bactericidas de la plata se denominan oligodindmicas. Este término
indica que la plata es activa incluso en muy bajas concentraciones. [4, 5, 15, 17] La
inhibicién o la destruccion de los microorganismos tiene su origen en la formacion de
iones libres que son absorbidos en la superficie de la célula y reaccionan con los grupos
de encimas y proteinas SH. Como resultado de ello, las proteinas son destruidas. [10, 14]
Se impide el metabolismo debido a la perturbacion de la accidon enzimdatica, y puede
producirse un dano irreversible en los gérmenes.

Feng et al. [21] han mostrado de forma impresionante que la plata fiene otro efecto
mAas sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Los iones de plata provocan que
se suelte la membrana entre el citoplasma y la pared de la célula de éste Ultimo
orgdnulo, resultando en un hueco claro y visible entre los dos orgdnulos. El centro de la
célula se convierte casi en transparente y el conjunto del ADN se hace visible. La célula
bacteriana obviamente agrupa apretadamente su material genético. En esta fase, las
propiedades reproductivas de la bacteria ya no estdn presentes. La plata no es el Unico
material que se ha descubierto que posea esta capacidad. Se ha descubierto que el
cobre, el mercurio, y el cadmio poseen propiedades similares. Estos tres Ultimos
elementos, sin embargo, poseen al menos dos grandes desventajas.
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Primero, son toxicos para los seres humanos, y segundo, no son tan efectivos como la
plata en cuanto a lo que se refiere a sus propiedades antibacterianas. [15] Por ofro
lado, los iones de plata, en concentraciones que se aplican para finalidades
antibacterianas, no han presentado hasta la fecha ningin efecto danino conocido
sobre |la salud humana. [15, 24,26]

En comparacién con el cloro, la plata tiene la ventaja de que no cambia el olor o el
sabor del agua. Ademds, no reacciona con el agua, y por lo tanto no da lugar a
ningunas sales que podrian tener un posible efecto perjudicial para la salud humana.
[15]

Se puede anadir plata a los intercambiadores de iones o a los materiales de los filtros,
para su uso en los procesos del tratamiento del agua. Esto ha sido la practica, por
ejemplo, en los procesos que usan filtros Katadyn®. [15, 17]

Ademds de lo que se ha dicho anteriormente, es posible producir iones libres de plata
por medio de una fuente de tension. Para esta finalidad se conecta un electrodo de
plata a una fuente de tensidn, y el resultado es que los iones de plata se liberan en el
agua. Este proceso se usa principalmente para luchar contra la Legionella, un tipo de
bacteria que prolifera lioremente en el agua en las partes de las redes de distribucion
de agua que no han sido calentadas adecuadamente. [15]

La eficacia de la plata se controla a través de los siguientes factores, algunos de los
cuales indican la posible necesidad de realizar un tratamiento inicial del suministro de
agua.

Es muy importante la concentraciéon inicial de microorganismos, ya que cada una de
las bacterias enlaza la plata, que entonces deja de estar disponible. Ademds, otras
sustancias orgdnicas, como los carbohidratos, Ias proteinas, y la urea también enlazan
la plata. Por lo tanto, la presencia de estas moléculas reduce la concentracion libre de
la plata disponible para finalidades de desinfeccion.

La actividad de la plata depende de la temperatura, siendo similar a otros procesos
guimicos. Con una temperatura superior se aumenta la eficacia de los iones de plata.
Por otfro lado, la efectividad de la plata se ve impedida por la contaminacién orgdnica
del agua. La cantidad de iones libres disponibles depende de la solubilidad de la sal de
plata que se utiliza. Cuando se utiliza un cloruro de plata se puede obtener una
concentracion del200 ug/l. Por otro lado, el carbonato de plata logra una
concentracion de tan solo 500 pg/l. [15] Un incremento del contenido de sal también
puede influir adversamente sobre la solubilidad, por lo tanto la aplicacién se reduce al
agua con un bajo contenido de sales y/o cargas orgdnicas. [15] Las sales de sustancias
diferentes a la plata también reducen la eficacia de esta Ultima. Por esta razdn, la
aplicacion de plata es Util Unicamente para el tratamiento de agua con un bagjo
contenido de sal y una minima polucion orgdnica. [15]
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Las bacterias son organismos unicelulares. Tienen un tamano de 0,5-5 um. Las bacterias
pertenecen a los Procariotes. Estos son organismos que no tienen un nulcleo real que
esté separado de los demds contenidos de la célula por una membrana. En su lugar
tienen lo que se llama un nucleoide. Este nucleoide se encuentra libre dentro del
citoplasma y contiene la informacion genética. Varios orgdnulos que se encuentran en
las células de organismos superiores, como 1os seres humanos, no estdn presentes en Ias
células bacterianas. Les faltan, por ejemplo, las mitocondrias. Asi mismo, los ribosomas
bacterianos son menores que los de los organismos eucaridticos (organismos con un
nuUcleo real). Los ribosomas son fabricas de proteinas. Las mitocondrias son las centrales
de energia de las células eucaridticas. En la mitocondria se tfransforma la energia de los
alimentos en el portador de energia ATP.
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Figura 1.: Formas morfolégicas bdsicas de las bacterias y su
posicidon unas respecto de otras.

Morfologia

Las células bacterianas tienen varias formas. Algunas son esféricas, en cuyo caso la
bacteria se denomina coco. Algunas Bacterias tienen células con forma de barra, en
cuyo caso se habla de bacilos. Algunas bacterias tienen forma de espiral. Se refiere a
estos como espiroquetas.
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Las bacterias con células en forma de coma se denominan simplemente bacterias en
coma. Los micoplasmas se diferencian de las bacterias Unicamente por la falta de una
pared celular rigida. Existen Unicamente como organismos intercelulares.

Las baterias esféricas pueden darse en grupos apretados. En este caso se refiere a ellas
como estafilococos. Los estreptococos, por otro lado, son bacterias esféricas que se
dan en cadenas. Los cocos que vienen en pares se llaman diplococos, si viene en
claros grupos de cuatro se refiere a ellos como tefracocos.

Las bacterias pueden clasificarse bdsicamente como Gram-positivas o Gram-negativas.
Esta técnica de diferenciacion se basa en una técnica de coloracion desarrollada por
el cientifico danés Hans Christian Gram en el ano 1884.

En el caso de las bacterias que son Gram-positivas, la coloracion inicial (violeta
cristalino) no puede quitarse con el descolorante (mezcla de Acetona-Alcohol), y la
coloracién segundaria (normalmente safranina) no tiene efecto. La pared de la célula
bacteriana permanece de color violeta oscuro. Las bacterias que son Gram-negativas,
por otro lado, no retienen el color violeta cristalino y si absorben el color rojo de la
coloracioén segundaria. [1, 2, 9, 10, 12]

Las diferentes especies de bacterias se han adaptado a varias condiciones de
temperatura que estan definidas. Si las bacterias muestran una preferencia por las
temperaturas de entre 30 y 40 grados Centigrados, se las considera que pertenecen a
las especies mesofilas. Si, por el contrario, el germen prefiere las temperaturas de entre 0
y 20 grados centigrados, se le considera como psicrofilo. Las bacterias termofilas se
desarrollan a temperaturas de entre 50 y 70 grados centigrados, existiendo ciertas
especies que toleran temperaturas tan elevadas como los 100 grados centigrados.

Las bacterias también pueden clasificarse de acuerdo con la acidez de su medio.
Muchas bacterias prefieren un medio neutral; algunas pocas especies especializadas
toleran algin dacido o bien un medio alcalino. La mayoria de las especies que viven
lioremente necesitan agua para su metabolismo, y la concentracion de sales en el
agua deberia estar cercana al valor fisioldgico de 0.9 %. [1, 10]

Microorganismos en conexion con el agua potable

Los patdgenos (bacterias que producen enfermedades) pueden ser liberados en
nuestro medioambiente, a través de las secreciones de los humanos y los animales.
Dependiendo de su grado de resistencia, sobreviven en mayor o menor medida a las
influencias de la acidez (pH) del medio que los rodea, a las temperaturas imperantes, y
a la radiacion UV. [7] Si el suelo no tiene una eficacia alta en su accidn filtfrante, los
gérmenes pueden penetrar hasta el nivel del agua subterrdnea. Si esto ocurre, las
bacterias pueden fdcilmente acabar en nuestras plantas de fratamiento del agua
potable.
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El agua que estd micro-bioldgicamente contaminada puede conllevar potencialmente
una serie de enfermedades graves y potencialmente mortales, como el cdlera y la
fiebre ftifoidea. De este modo también, |a Escherichia coli, una bacteria
necesariomente presente en nuestros intestinos, puede causar una serie de condiciones
potencialmente peligrosas. [11, 18]

De acuerdo con las leyes y regulaciones que confrolan la calidad de nuestra agua
potable, que de hecho es nuestro alimento n® 1, estipulan que no puede contener
ninguna canfidad de bacterias que puedan ser perjudiciales para la salud humana.
Siempre y cuando la cantidad de bacterias en nuestra agua sea inferior a 100 KBE/ml,
se asume que las cualidades fisicas del agua no constituyen ningun riesgo para la salud.
La humanidad deberia estar en deuda con Robert Koch por este descubrimiento, el
bacteridlogo alemdn que llevd a cabo los experimentos pertinentes con agua potable
hace ya un siglo. [5, 6]

Ya que una busqueda de patdbgenos es demasiado complicada y muy cara, este
estudio se limita a las bacterias que muestran un patrén de distribucion similar al de los
patdgenos, pero que son mucho mas faciles de cultivar. Por esta razdn, las siguientes
bacterias fueron usadas como indicadores de polucion fecal: Escherichia coli, bacterias
coliformes, y enterococos. El criterio del examen fue que se probd que estas bacterias
no estaban presentes en 100 ml de la muestra. [18].

Bio-peliculas

Hoy en dia, generaimente es aceptado el hecho de que muy pocas bacterias que
viven en el agua existen como individuos singulares. En general se unen para formar lo
que se viene a llamar una “Bio-pelicula.” [18, 29, 30]

Este tipo de “unidn” en un conglomerado les otorga muchas ventajas a las bacterias. A
través de la produccion de sustancias de polimeros extra-celulares, la bacteria puede
refugiarse de la eficacia de los antibidticos y los desinfectantes. Otros agentes eficaces
pueden resultar ser ineficaces bajo estas circunstancias. Esto explica, por ejemplo, por
qué entfre 1993/1994 se murieron aproximadamente cien personas después de
suministrarles un producto quimico de inhalacidn que estaba contaminado con
Pseudomonas aeruginosa. [29, 30]

Un estudio reveld que en un lapso de tiempo de 10 minutos, una concentracion de 2
mg/| de cloro es capaz de reducir el nUmero inicial de células bacterianas que viven
lioremente en un factor de 3 pasos logaritmicos. Sin embargo, el nUmero de bacterias
en la bio-pelicula permanecia casi sin cambios cuando se evalud después de una hora
de tratamiento con cloro. [3]

Las células que estdn fijadas en el interior del material pueden sobrevivir largos periodos
de sequia. De esta manera se hace posible el asentamiento en otros lugares.
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Materiales y métodos
Bacterias utilizadas en este estudio

Escherichia coli

Escherichia coli se clasifica como una bacteria Gram-negativa. Este organismo posee
flagelacion peritica. Por ello puede moverse activamente. Escherichia coli es un
componente normal y parte de la flora intestinal fisioldgica de los humanos y otros
animales de sangre caliente, y se excreta con las heces. Ya que este germen muestra
una baja presencia natural en el agua, y demuestra ser facil de cultivar in vitro, se ha
usado como indicador de la polucion fecal del agua en varios andlisis de agua
potable. Escherichia coli es un patdgeno facultativo y puede causar infecciones al
enfrar en contacto con zonas susceptibles del cuerpo, como los tractos urinarios-
genitales. Si la Escherichia coli encuentra el camino hasta el sistema circulatorio, puede
causar el envenenamiento de la sangre. En este contexto, es interesante resenar que el
15% de las infecciones adquiridas en hospitales (nosocomiales) estdn causadas por
Escherichia coli. [9, 10, 12]

Ademds de las formas patdégenas facultativas y no-patdgenas, algunas cepas de
Escherichia coli son patdégenos intestinales. La ingestion de estas formas puede causar
diarrea. En muchos casos son la causa de las diarreas provocadas al vigjar, conocidas
también como “la Venganza de Moctezuma”.

Enterococcus faecium

Enterococcus faecium pertenece a los cocos Gram-positivos. Aparecen en forma de
cadenas en espiral. Estas bacterias pertenecen a la flora normal del intestino grueso de
los humanos. Sin embargo, si estos organismos consiguen alcanzar ofras partes del
cuerpo humano, pueden causar infecciones graves y potencialmente peligrosas.

Este germen patdgeno es responsable de varias enfermedades como las infecciones
en heridas, infecciones del fracto urinario-genital, y la Endocarditis, una condicion en la
cual las bacterias atacan las vdalvulas del corazén. Enterococcus faecium se encuentra
en segunda posicion detrds de Escherichia coli respecto a las causas de las infecciones
del fracto urinario genital. [?, 10, 12, 18]

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa pertenece a las bacterias Gram-negativas. Causa el pus
color turquesa y es temida enfre las infecciones adquiridas en hospitales
(nosocomiales). En los EE.UU., el 11% de todas las infecciones nosocomiales son
causadas por este patdébgeno. El germen estd vinculado al porcentaje mayor de
infecciones bacterianas letales. [18]

Esta bacteria con forma de barra tiene un tamano de 2 a 4 um vy tiene una flagelaciéon
polar. También son ciliados. Psesudomonas aeruginosa puede adherirse a las superficies
con la ayuda de los cilios. Estos organismos se dan singularmente, en pares, o en
cadenas cortas.
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Es un patdégeno humano y es capaz de producir compuestos de polimeros extra-
celulares, que juegan un importante papel en Ia generacidon de bio-peliculas. Las
bacterias del genero Pseudomonas prefieren condiciones medioambientales aerdbicas
y temperaturas de entre 20-30 grados Centigrados. [?, 10, 12]

Al contrario de las dos bacterias mencionadas anteriormente, este microorganismo
tiene una amplia distribucidn en nuestro medioambiente. También puede aislarse de las
muestras de agua vy suelo. Puede crecer tanto sobre plantas como en los intestinos de
los humanos y de los animales. [10] En los hospitales este patdgeno puede transmitirse a
través del uso de palanganas, humidificadores, endoscopios, equipo para respiracion
artificial y los tubos del mismo, utensilios de cocina, y varios equipo de limpieza mdas.

Vasijas de prueba

Esmalte blanco con contenido de Plata

Las vasijas se crearon a partir de una plancha de acero con
un grosos de 1 mm. Tienen un didmetro interior de Di = 73 mm.
Esto resulta en un drea de la superficie inferior de 4,190 mm2.
Con un relleno de 20 ml, la superficie total en contacto con la
suspension bacteriana es de 5290 mm2. Las vasijas de
prueba fienen una superficie esmaltada blanca.

’ : Esmalte blanco sin plata
Figura 2.: Vasija de Las dimensiones de estas vasijas de prueba son idénticas a las

prueba con esmaife descritas anteriormente. Por consiguiente, el drea de
blanco con contenido de .,
blata contacto es fambien de 5,290 mm2. El esmalte es el esmalte

blanco que se usa comUunmente para estas inmersiones.

Esmalte blanco con contenido de plata y recubrimiento de “Crystal Guard”

Estas vasijas no se pueden diferenciar por ningun medio visual de las vasijas descritas
anteriormente. Por esta razdn, una ilustracion adicional no parece ser lo mds indicado.
El esmalte blanco tiene como finalidad de uso el recubrimiento de las superficies de los
sumideros.

Esmalte blanco sin plata y recubrimiento de "Crystal Guard”

Este material también se usa para el recubrimiento de superficies de sumideros. Por
medios dépticos no se puede diferenciar este material del esmalte blanco descrito
anteriormente.
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Figura 3.: Vasija de
prueba hecho de acero
inoxidable ST4301.

Figura 4.: Vasija de
prueba recubierta con
materiales pldsticos.

Figura 5.: Vasija de
prueba hecho de
cerdmica.

Wendel Eiail

Acero de alta gradacién

Los vasijas de acero de alta gradacion tienen
casi las mismas dimensiones que los que se
describen anteriormente, excepto por las
insignificantes desviaciones causadas por la
ausencia de una capa de esmalte. La
designacion material es: ST4301. Para este
tipo de acero, las descripciones indican un
contenido del 18% de cromo, el 8.9% de

niquel, y el 1% de manganeso.

Materiales plasticos

Este metal de color gris oscuro se produce y
comercializa bajo el nombre "Kerrock" por un
productor croata. De acuerdo con un estudio
pericial realizado por la Autoridad de
Comercio del Estado de Baviera, este material
es adecuado para su UsO en conexion con
productos alimenticios. El didmetro interior es

comparable a las vasijas descritas
antferiormente.

Cerdmicas

Hemos seleccionado pequenas vasijas hechas
de cerdmica como cuarto material bdsico
para ser usado en este estudio. Tienen un
didmetro interior comparable al de las vasijas
descritas anteriormente. Las vasijas  estdn
esmaltadas con vidriado para gres.
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Métodos

Preparacion de las vasijas de prueba

Antes de iniciar las series de pruebas, las vasijas de prueba fueron aclaradas
repetidamente con agua caliente y finalmente aclarados con agua destilada. Las
vasijas hechas de acero y cerdmica fueron calentadas a 180 grados centigrados
durante dos horas en una incubadora de aire caliente, con el fin de asegurar la
esterilidad en el momento en que se inicia la prueba. Debido a su limitada estabilidad
térmica, las vasijas hechas de materiales sintéticos fueron esterilizadas en un autoclave
a 121 grados centigrados y a una presion de 1 bar durante 30 minutos. Las vasijas
sobrevivieron el proceso sin danos.

Con el fin de asegurar que los gérmenes transportados en el aire no pudiesen
corromper los resultados del experimento, cada vasija se cubrid con un plato Petri de
vidrio. Estos platos Petri se lavaron después de cada aplicacion y fueron esterilizados a
180 grados Celsius. Los platos Petri se mantuvieron guardados protegidos de los
gérmenes y el polvo.

Relleno de las vasijas con la suspension de prueba

Se coge una colonia de bacterias del medio de cultivo, para obtener la misma
concentracion inicial para cada serie de experimentos, utilizando para ello una esponja
de hilos esterilizada y se traslada al tubo de ensayo que contfiene 4.5 ml de agua de
dureza estdndar. La suspensidon se homogeniza usando para ello un aparato agitador
de Vortex y, cuando se requiera, rebajado con WSH para ajustar el liquido al estdndar
Mc Farland deseado de 0.5. Los ajustes se usan mediante una gubia de despuntado
producido por Becton Dickenson. La concentracion necesaria se determind en una
serie de experimentos preliminares. Esta concentracion se obtuvo a través de diluir mds
la suspension por medio del WSH. Se rellena la suspension final en una botella de vidrio
con tapa de rosca. Se necesitan entre 600 y 900 ml de suspension bacteriana,
dependiendo del nUmero de vasijas que se han de someter a prueba. Para asegurarse
de que la suspension bacteriana en cada vasija de prueba contiene la misma
concenfracion de gérmenes, se agita concienzudamente cada vez que se retira la
suspension. Se saca la suspensidn de prueba de la botella usando una pipeta estéril de
20 ml. El plato Petri que cubre la vasija de prueba se levanta ligeramente, permitiendo
la insercidon de la pipeta y el depdsito de la suspension de prueba. Una vez que se han
rellenado las vasijas de prueba con la suspension bacteriana, se infroducen en una
incubadora donde permanecen durante 24 horas a una temperatura de 20 grados
centigrados.
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Una vez que las vasijas de prueba han sido incubadas durante 24 horas bajo
condiciones constantes, se retiran de la incubadora y se trasladan a una plataforma de
agitaciéon con el fin de homogeneizar la suspension. La plataforma de agitacion
desplaza las vasijas con una rotacion de 125 min-'. Durante este proceso se puede
observar en cada vasija un claro movimiento ondulante de la suspension.

Se cubren las vasijas con Idminas de celulosa durante el proceso de homogenizacion,
con el fin de asegurar que la Radiacion UV de la luz diurna no corrompa los resultados.
Después de exactamente 10 minutos, se retira la primera vasija de la plataforma de
agitado y se coloca sobre el banco de trabajo del laboratorio. Inmediatamente
después, se levanta ligeramente la tapa de vidrio de la vasija. Con la punta estéril de
una pipeta Eppendorf de 200 pl se sueltan las bacterias que puedan estar adheridas a
la superficie de la vasija. Con este propdsito se absorbe la solucidn con la pipeta y se
vuelve a soltar. Esto se repite fres o cuatro veces. Después de este proceso, se toman
dos muestras de 200 ul de cada una de las suspensiones, y cada muestra se coloca
sobre un plato Peftri rellenado de DST-Agar. La muestra se distribuye de forma
homogénea sobre la superficie de Agar por medio de una Espdtula Drigalski de acero
inoxidable. Entonces se incuban los platos Petri con la muestra a 37 grados centigrados
durante 24 horas. Una vez que se han cogido las muestras, la suspension de prueba
restante se traslada desde las vasijas de prueba a un bote Erlenmeyer que contiene un
desinfectante con el fin de eliminar los organismos de prueba. Las muestras para el AAS
se esterilizan por medio del anadido de lejia de cloro 100 pl, para asegurarse que no se
produzca ninguna contaminacion de los elementos del sistema de prueba o del
personal.

La decision de usar el proceso de espdtula se tomd porque este método, comparado
con el método de la placa de vidrio, facilita el recuento de colonias bacterianas que se
desarrollan sobre el DST, ya que estdn en un Unico plano. La segunda ventaja del
meétodo consiste en que los gérmenes no se someten al estrés térmico del Agar caliente
[13]. No se selecciond la técnica del filtfro de membrana porque este Ultimo método
habria requerido muchos mds recursos materiales y se habria tardado mucho mas
tiempo en llevarlo a cabo.

Recuento de las colonias que se han desarrollado sobre el medio de cultivo

Después de que se hayan mantenido los platos Petri inoculados con el medio de
crecimiento DST durante 24 horas a 37 grados centigrados en la incubadora, se retiran y
se colocan sobre una superficie oscura. De este modo, se facilita el reconocimiento vy el
recuento de las colonias que se han desarrollado sobre el medio de cultivo. Si la
cantfidad de colonias que se han desarrollado sobre las placas es menor o cercana a
300, se recuentan todas las colonias. En el caso de series de pruebas en las que mds de
300 colonias se desarrollan en el medio en cada plato Petri, se elige una porcion
representativa de la placa y Unicamente se toman en cuenta las colonias que se han
desarrollado en esa seccion.
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Por medio de las matemdticas se calcula la cantidad total de colonias para el total de
la placa de medio de cultivo. Para este propdsito, es de gran asistencia la division de
las placas tal y como se han disenado sobre el fondo.

Se recuentan por lo menos fres o cuatro placas para cada material sometido a prueba.
Se calcula el valor medio de los recuentos. Este valor medio se computa y registra para
todos y cada uno de los tipos de material sometido a prueba.

La cantidad de bacterias se relaciona con la concentracion inicial de la suspensidn
bacteriana. La reduccién del niUmero de bacterias se expresa como un porcentaje. Los
valores medios que se obtienen en las diferentes series de pruebas se usan para la

evaluacion final.

Resultados

Figura é.: Varios medio de cultivo.

Escherichia coli tras una incubacién de 48 horas

Tras la incubacién durante 2 dias, se observd una
reduccioén de Escherichia coli del 99.8 % en las vasijas
de prueba con recubrimiento de esmalte con
contenido de plata. Para las vasijas recubiertas con
un esmalte blanco simple sin anadido de plata, la
reduccion se sitta en el 44.2 %. Tras 48 horas de
incubaciéon, en las vasijas de acero inoxidable se
produce una reduccion del contenido bacteriano
del 93%. La reduccidon del contenido bacteriano en
las vasijas de plastico se sita en el 39%.

Las pruebas con el segundo material con contenido
de plata - "Crystal Guard" — muestran una reduccion
de la concentracién inicial de bacterias en un 100%.
Sin anadir plata la reduccidon de gérmenes es
Unicamente del 22.0%. En los vasijas de cerdmica se
obtiene una reduccion de gérmenes del 48.8%.
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Enterococcus faecium tras incubacion durante 48 horas

Después de la incubacién durante dos dias, las vasijas recubiertas con esmalte blanco
con contenido de plata que se han sometido a prueba muestran una reduccion de
Enterococcus faecium del 88.1%. La reduccion andloga en el caso de las vasijas
recubiertos con esmalte blanco sin contenido de plata es del 86.8%. Las vasijas de
acero inoxidable consiguieron eliminar el 88.5% de las bacterias. La reduccién de los
gérmenes en el caso de las vasijas hechos con materiales pldsticos fue del 87%. Las
vasijas con recubrimiento de esmalte con contenido de plata "Crystal Guard" fueron de
hecho capaces de neutralizar el 87% de los gérmenes. En el caso de las vasijas hechas
de materiales de cerdmica, la reduccion del nuUmero de bacterias se manftuvo casi
igual. El Enterococcus faecium muestra un bajo indice de supervivencia en todas las
superficies sometidas a prueba. El esmalte con contenido de plata no muestra ninguna
reduccion mds pronunciada de las canfidades en comparacion con las ofras
superficies que se han sometido a prueba.
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Pseudomonas aeruginosa tras incubaciéon de 48 horas

Después de la incubacion durante 2 dias, se obtuvieron los siguientes resultados: para
las vasijas de prueba que se han recubierto con esmalte blanco con contenido de
plata se puede observar una reduccion de las bacterias del 99.7%. En el caso de
esmalte blanco la reducciéon a lo largo del mismo tiempo de incubacion fue del 46.1%.
La reduccidn alcanzada por los vasijas de acero inoxidable fue del valor de 91.3%.

En todas las series de pruebas con vasijas hechos de materiales pldsticos, hay un
sorprendente incremento en el nimero de bacterias. Este incremento es demasiado
elevado como para poder evaluarlo con las técnicas seleccionadas para este estudio.
En los vasijas recubiertos con el segundo tipo de esmalte con contenido de plata, hay
un descenso de la densidad bacteriana del 100%, y, en la mayoria de los casos, no
quedd ninguna bacteria que pudiese ser cultivada sobre el medio utilizado en nuestro
estudio. En el caso del material que se ha denominado "Crystal- Guard”, se establecid
una reduccién de las bacterias del 82.8%. En el caso de las vasijas hechas de cerdmica
la reduccion es del 61.3%. Los resultados obtenidos con este peligroso patdgeno
humano demuestran mejor la accidon positiva del esmalte con contenido de plata.
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Sumario

AUn dando por supuesto que el agua que se anade inicialmente a nuestros depdsitos
de agua potable se corresponde a los valores establecidos al efecto por las
autoridades sanitarias estatales, existe un cierto “envejecimiento” hasta que el agua
llega a los grifos de los consumidores finales. De esta manera debido al estancamiento
o debido al desprendimiento de bacterias y materias orgdnicas de una bio-pelicula
puede producirse un perjuicio de este precioso alimento. Ya que hasta las canfidades
mas pequenas de materiales nutrientes pueden dar lugar a la formacion de bio-
peliculas, se puede recomendar el uso, bajo estas circunstancias, de materiales de
trabajo que al menos inhiban la adherencia de bacterias a las paredes de las tuberias y
los calentadores.
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En nuestros experimentos hemos simulado los efectos de agua potable estancada
sobre las superficies de los varios materiales de trabajo. Los resultados son realmente
interesantes. Somos capaces de establecer el hecho de que algunos materiales tienen
un claro impacto sobre la capacidad de supervivencia de las bacterias. Estos
resultados son importantes para todos los productos con recubrimientos de esmalte.

En el caso de las bacterias Gram-negativas Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa,
se pudo observar una fuerte inhibicion del crecimiento bacteriano cuando se utilizaba
esmalte con contenido de plata. En el caso del germen Gram-positivo Enterococcus
faecium, el potencial de supervivencia de los gérmenes es bajo en todas las superficies
que se han sometido a prueba. El acero inoxidable 4301 muestra una accidon
bactericida, que, sin embargo, es menor que la del esmalte con contenido de plata.
Las superficies de pldstico incrementan considerablemente el crecimiento de
Pseudomonas aeruginosa, un germen que es un claro patdégeno para los humanos. Las
cerdmicas con un vitrificado blanco-titanio no fienen un impacto reconocible en el
crecimiento de bacterias. Los resultados obtenidos con recubrimientos hidréfobos son
inconsistentes y por lo tanto inconclusos, y no se pudo detectar ninguna accion
bactericida o inhibicidon de los gérmenes.

Por medio de este estudio que se ha llevado a cabo en las instalaciones de un
laboratorio estatal, se pudo establecer de forma clara la accidon reductora de
gérmenes del esmalte con contenido de plata, respecto a los organismos de prueba
Gram-negativos. De este modo se pueden mejorar las caracteristicas positivas de las
superficies esmaltadas, sobre la base de estos resultados experimentales, y los
correspondientes materiales de recubrimiento pueden aplicarse a un gran nimero de
productos.
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