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Resumen
Los desinfectantes ejercen un rol importante manteniendo espacios libres 
de microorganismos que resultan patógenos para la salud. El efecto residual 
con el tiempo se ha visto reducido debido a causas inherentes a la bacteria 
o al compuesto químico, provocando un aumento en la prevalencia de 
infecciones nosocomiales. El objetivo fue evaluar el efecto residual del 
etanol (70º), glutaraldehído (2 %), clorhexidina (2 %) e hipoclorito de 
sodio (0,1 %) empleados como desinfectantes de uso hospitalario frente 
a Enterococcus faecalis, siendo un estudio descriptivo con enfoque 
cuantitativo y longitudinal. Se trabajó con Enterococcus faecalis ATCC-
29212. Cada desinfectante fue impregnado en discos y dejado en reposo 
durante 20 minutos, 1, 3, 6, 12 y 24 horas. Se sembró la bacteria y se 
colocaron los discos mediante la técnica de Kirby Bauer. Después de la 
incubación, se midieron los halos de inhibición formados por la bacteria 
y empleando la escala de Duraffourd se verificó el efecto residual. En 
los resultados se observó que Enterococcus faecalis no generó halos de 
inhibición frente a etanol (70°) e hipoclorito de sodio (0,1 %). Finalmente, 
glutaraldehído (2 %) y clorhexidina (2 %) mantuvieron pequeños halos 
de inhibición durante los seis periodos, sin embargo, el efecto residual del 
glutaraldehído disminuyó con el transcurso del tiempo. Es así que, el efecto 
residual de estos biocidas se encuentra en un rango de nulo a bajo.
Palabras clave: Enterococcus faecalis, etanol, glutaraldehído, clorhexidina, 
hipoclorito de sodio.

Abstract
Disinfectants are essential in keeping spaces free of microorganisms that 
may be harmful to health. However, their long-term residual effectiveness 
has been reduced due to various factors inherent to the bacteria or the 
chemical compound, which can lead to an increase in the prevalence of 
nosocomial infections within hospital spaces. Objective: To assess the 
residual effect of 70º ethanol, 2% glutaraldehyde, 2% chlorhexidine, 
and 0.1% sodium hypochlorite used as hospital disinfectants against 
Enterococcus faecalis. Methodology: A descriptive study with a 
quantitative and longitudinal approach was employed. It worked with 
Enterococcus faecalis ATCC-29212 using the Kirby Bauer technique 
in Mueller Hinton Agar. The inhibition halos obtained at 20 minutes, 
one, three, six, 12, and 24 hours after impregnation with the disinfectant 
were measured to verify its residual effect. Results: Sodium hypochlorite 
(0.1%), ethanol (70°), chlorhexidine (2%), and glutaraldehyde (2%) were 
utilized. Enterococcus faecalis ATCC 29212 did not generate inhibition 
halos against the first two disinfectants. Finally, 2% glutaraldehyde and 
2% chlorhexidine were maintained with small inhibition halos during 
the six periods. However, the remaining effect was not continuous. 
Conclusion: The residual biocides effect is ineffective over prolonged 
periods for cleaning and disinfection in hospital environments.
Keywords: Enterococcus faecalis, ethanol, glutaraldehyde, chlorhexidine, 
sodium hypochlorite.
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Introducción

Las infecciones nosocomiales son un severo problema de salud en el área hospitalaria, debido a la capacidad 
multirresistente de las bacterias que empeoran el cuadro clínico inicial, con el que un paciente ingresa a una 
institución de salud1. Por este motivo, se debe contar con protocolos de limpieza y desinfección de áreas hospitalarias 
que permitan la eliminación o reducción de microorganismos patógenos en las superficies inertes y, por ende, su 
transmisión a los pacientes y personal sanitario. Por esta razón, existe mayor riesgo de contraer una infección 
asociada a Enterococcus faecalis, sobre todo cuando esta bacteria ha adquirido resistencia a antimicrobianos y al 
efecto de los desinfectantes, comprometiendo el estado de salud de los pacientes, lo cual, constituye un severo 
problema de salud dificultando el cumplimiento de los esquemas de tratamiento y aumentando la prevalencia en 
morbilidad y mortalidad de infecciones causadas por  Enterococcus faecalis2. En este sentido, debe reconocerse 
que en los últimos años la resistencia a antimicrobianos no solo está relacionada al tratamiento farmacológico, sino 
a aquellos biocidas que tienen como objetivo eliminar todo tipo de microorganismos, incluyendo los patógenos 
que pueden generar infecciones nosocomiales3. 

En este contexto, se menciona a Enterococcus faecalis, una bacteria Gram positiva que se desarrolla en cualquier 
medio y que en los últimos años ha pasado de ser una bacteria saprófita a un microorganismo patógeno considerable4. 
Adicionalmente, su facultad de perdurar por periodos prolongados en las superficies facilita su transmisión hacia 
los seres humanos5.

La presencia de Enterococcus faecalis como agente causal es relevante en las tasas de prevalencia de infecciones 
nosocomiales severas, es así que, en Egipto, Esmail et al.4 evidenciaron una prevalencia del 12 % de este patógeno 
en pacientes que presentan heridas quirúrgicas y un 2 % en hemocultivos. Mientras que, Schell6 en su estudio 
retrospectivo, menciona una mayor prevalencia de esta bacteria alcanzando una cifra del 69,8 % en un hospital 
público en Argentina, considerando que la muestra de estudio fueron líquidos obtenidos por punción de pacientes 
internados debido a una infección masiva entre el 2013 y 2014. Si bien es cierto, las investigaciones difieren en 
la localidad, sin embargo, ponen en evidencia los valores elevados de infecciones nosocomiales provocadas por 
Enterococcus faecalis6.

En Ecuador, en un análisis llevado a cabo por Cáceres et al.7 en el Hospital pediátrico de Quito durante el año 
2021, se tuvo 14 aislamientos entre bacterias Gram positivos y negativos, de las cuales Enterococcus faecalis tenía 
mayor incidencia en cultivos positivos de diferentes especímenes clínicos representando el 15,69 %, considerando 
que la población de estudio incluyó pacientes de 0 a 14 años7. De este modo, se puede  mencionar que factores 
como la resistencia bacteriana a los desinfectantes y antisépticos, así como su deficiente efecto residual son puntos 
claves que podrían aumentar las cifras de comorbilidad y mortalidad a nivel intrahospitalario ya que, en ninguno 
de los estudios mencionados anteriormente se verificó el efecto residual de los mismos.

Por su parte, se destacan los biocidas como un grupo de compuestos químicos con actividad desinfectante o 
preservante que tienen como finalidad erradicar e inhibir el crecimiento microbiano en superficies inertes e 
incluso del ambiente. Cabe destacar que mencionadas sustancias no presentan una actividad específica para un 
determinado grupo de microorganismo, sino más bien su acción es de manera general por lo que su aplicación se 
considera inespecífica4. 

El mecanismo de acción de estos biocidas presenta efecto desinfectante (para aplicar sobre superficies inertes) o 
antiséptico (para aplicar sobre tejidos), enfocándose principalmente en ejercer su acción a nivel de las moléculas 
que componen las membranas o paredes de las bacterias u otros microorganismos8. De esta manera, alcanzan 
un amplio espectro de acción a una determinada concentración y con efecto residual, evitando la transmisión 
microbiana desde una superficie contaminada al ser humano como hospedero definitivo9.

Es así que, dentro de los protocolos vigentes a nivel mundial y nacional para la desinfección de superficies inertes 
se proponen diversos tipos de desinfectantes, de los cuales, cuatro son empleados en la presente investigación y 
tienen como finalidad prevenir la presencia de microorganismos patógenos y reducir la carga microbiana, mismos 
que pueden emplearse en concentraciones establecidas por la Organización Panamericana de la Salud (OPS)10.Por 
consiguiente, cada desinfectante presenta un mecanismo de acción distinto, es el caso del etanol e hipoclorito que 
actúan como bactericidas al provocar una lisis celular o desnaturalizar las proteínas11. Así mismo, el glutaraldehído 
y la clorhexidina, que presentan efectividad influenciada por el pH3,12,13.
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De esta manera, es indispensable estudiar el efecto residual, mismo que se comprende como aquella característica 
que poseen determinados productos químicos en este caso los biocidas, para mantener su acción durante largos 
períodos de tiempo y perdurar su actividad inclusive si en el transcurso del día se hayan secado o volatilizado. En 
este mismo sentido, cuentan con la propiedad de poseer un amplio espectro frente a microorganismos presentes en 
el medio así como contar con una acción continua y mantener resistencia frente a factores ambientales como la luz 
y humedad14. El objetivo de la investigación fue evaluar el efecto residual de desinfectantes de uso hospitalario 
frente a Enterococcus faecalis.

Metodología

La investigación de tipo descriptiva tuvo un enfoque cuantitativo, longitudinal y con un muestreo no probabilístico.

 La cepa utilizada fue Enterococcus faecalis ATCC 29212, pues mediante varias revisiones bibliográficas detallan que esta 
cepa tiene una mayor incidencia en generar infecciones nosocomiales4. Para evaluar la susceptibilidad de la bacteria se 
utilizó la técnica de difusión Kirby Bauer, con la finalidad de observar la formación de halos de inhibición posterior a la 
impregnación de discos en determinados períodos de tiempo 20 minutos, 1, 3, 6, 12 y 24 horas. El protocolo establecido 
por el Ministerio de salud Pública (MSP) para desinfección de superficies inertes a nivel hospitalario9, propone ocho 
desinfectantes, de los cuales a conveniencia de la investigación se seleccionaron cuatro productos químicos. Para la 
ejecución del estudio se consideraron las concentraciones máximas establecidas en este protocolo para cada biocida, 
exceptuando la del hipoclorito de sodio que fue la establecida por el manual de la OPS para desinfección de superficies 
inertes9,10. En este sentido los biocidas y las concentraciones empleadas en este estudio fueron: etanol 70°, glutaraldehído 
2 %, clorhexidina 2 % e hipoclorito de sodio 0,1 %.

Previo al desarrollo de la investigación, se realizó un ensayo con volúmenes entre 0,4 -0,5 microlitros de desinfectante a 
impregnar en discos estériles de 5 mm de diámetro. Se consideró que los discos impregnados no cuenten con exceso ni con 
deficiencia que impidan resultados certeros. Se impregnaron 60 discos por cada biocida, mismos que fueron distribuidos 
en 6 cajas Petri y dejados en reposo durante: 20 minutos, 1 hora, 3 horas, 6 horas, 12 horas y 24 horas respectivamente. 
Después de transcurrido los periodos de tiempo previamente mencionados, se seleccionaron cinco discos, por cada caja 
petri, los cuales fueron procesados bajo el método de Kirby Bauer. 

Para obtener mayor confiabilidad en los resultados, se realizaron cinco réplicas correspondientes a los discos impregnados 
por cada periodo de tiempo. Adicional, se requirió de controles positivos y negativos para la investigación. El control 
positivo consistió en la siembra de Enterococcus faecalis ATCC 29212, en agar Muller Hinton, mientras que para el 
control negativo correspondió al medio de cultivo sin la inoculación de la cepa. Previo a la siembra, se activó la bacteria, 
preparando una suspensión bacteriana con 10 ml de suero fisiológico y de dos a tres colonias de la bacteria, misma que 
fue estandarizada de acuerdo a los siguientes criterios: absorbancia entre 0,08-0,10 en el espectrofotómetro a 600 nm de 
longitud de onda. Se realizó una siembra masiva empleando  un hisopo estéril y realizando estrías hasta cubrir la totalidad 
del agar. Una vez sembrado, se colocaron discos impregnados.

Por último, transcurrido el tiempo de incubación a 37ºC por 24 horas, se realizó la observación y medida de los halos 
formados alrededor de los discos impregnados. Se destaca que la medida de los halos de inhibición considera el centro 
del disco, mismo que tiene un diámetro de 0,5 milímetros (mm). Se  consideró el diámetro de cada halo para el reporte de 
resultados, para lo cual se realizó una media aritmética con los datos obtenidos de los halos de inhibición por periodo de 
tiempo para una mejor interpretación. De igual forma, se aplicó la escala de Duraffourd15, la cual determina la sensibilidad 
bacteriana frente cualquier agente que impida el crecimiento microbiano y que fue utilizada en otros estudios que evaluaron 
el efecto residual, para conocer la sensibilidad bacteriana frente a los desinfectantes mencionados y de esta manera, 
determinar si tales biocidas tenían o no efectividad ante Enterococcus faecalis. De acuerdo a la escala de Duraffourd, 
existen cuatro categorías que van desde una sensibilidad nula hasta sumamente sensible, como se detalla en la Tabla 1. 

Resultados y discusión

Tabla 1. Escala de sensibilidad adaptada a desinfectantes y antisépticos según Duraffourd

 Estatus                       Valor referencial de halos de
                       inhibición (mm)
Sensibilidad nula                 ≤8
Sensible                     ≥9 a ≤14
Muy sensible   15-20 
Sumamente sensible    > 20
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Se observó la formación de halos de inhibición por parte de Enterococcus faecalis ATCC 29212 frente al efecto residual de 
clorhexidina al 2 % y glutaraldehído 2 % en sus diferentes periodos de tiempo, a diferencia del etanol al 70º e hipoclorito 
de sodio al 0,1 % que no presentaron halos, tal como lo muestra la Tabla 2. 

De acuerdo a  la Tabla 2, se verifica que el hipoclorito de sodio al 0,1 % y el etanol a 70° presentaron un efecto residual 
nulo, debido a que la medida de los halos de inhibición fue de 0,0 mm durante los seis periodos de tiempo analizados. 
De acuerdo al Manual de control de infecciones y epidemiología hospitalaria propuesto por la OPS, el efecto residual 
está directamente relacionado con la concentración de los desinfectantes, es decir, a menor concentración, menor efecto 
residual16. Por tal motivo, se entiende que las concentraciones de etanol e hipoclorito de sodio propuestas por Ministerio 
de Salud Pública y la OPS, no son eficaces frente a la bacteria9,10.

Tabla 2. Media de los halos de inhibición generados por Enterococcus faecalis ATCC 29212 frente a desinfectantes  en 
diferentes períodos de tiempo.

     Promedio de halos de inhibición (mm)
Tiempo    20 min     1 hora     3 horas     6 horas     12 horas     24 horas

Etanol 70°    0,00      0,00         0,00        0,00          0,00 0,00
Hipoclorito de sodio 0,1%   0,00      0,00           0,00         0,00           0,00  0,00
Clorhexidina 2%     6,00      6,00         8,00         9,00           8,00  9,00
Glutaraldehído 2%    8,00      8,00         8,00         7,00           7,00 7,00

En cambio, el glutaraldehído al 2 % mantuvo un halo de inhibición de 8mm en un lapso de 20 minutos, a la primera 
hora y a las 3 horas para  posteriormente disminuir a 7 mm hasta alcanzar las 24 horas, es decir, el efecto residual de este 
desinfectante se mantiene a lo largo del tiempo. Sin embargo, resulta ser mínimo debido al pequeño diámetro de los halos 
de inhibición formados. En este mismo sentido, la clorhexidina al 2 % mantuvo un rango variable de 6 mm a 9 mm desde 
los 20 minutos hasta las 24 horas, considerando que el diámetro se midió cruzando el centro del disco, siendo su efecto 
residual ineficaz con respecto al tiempo y presentando una sensibilidad nula de la bacteria ante este agente desinfectante, 
así lo indica la escala de Duraffourd15. La variación de los halos de inhibición de la clorhexidina al 2 % a partir de las 6 
horas puede estar influenciado por el tiempo de contacto con el desinfectante, como se menciona en el Manual de control 
de infecciones intrahospitalarias propuesto por la OPS16.

Los resultados de esta investigación demuestran el poco o nulo efecto residual que presentan los desinfectantes y 
antisépticos en las concentraciones planteadas, lo cual hace suponer el desarrollo de resistencia bacteriana frente a los 
mismos o el bajo efecto residual que presentan los biocidas, facilitando la supervivencia de la bacteria en superficies 
inertes y la posibilidad del desarrollo de infecciones intrahospitalarias, es así que de acuerdo a varias investigaciones, se ha 
logrado evidenciar el efecto que presentan los desinfectantes y antisépticos frente a determinados microorganismos13,17,19. 

En el caso del etanol a 70º, Suchomel et al.17 en su análisis longitudinal acerca de la sensibilidad de Enterococcus spp 
frente a biocidas tradicionales utilizados para desinfección destaca que, en los periodos de tiempo de 0,5, 1 y 5 minutos, 
Enterococcus faecium y faecalis llegaron a presentar una determinada tolerancia al efecto del etanol en la concentración 
de 70°, empleando una prueba de suspensión cuantitativa detallada en la Norma Europea EN 13727. Si bien es cierto, 
la técnica utilizada no es la misma con la que se trabajó en la presente investigación, ambos estudios evalúan la acción 
del etanol a 70°. Suchomel et al evalúo la actividad bactericida, mientras que, este estudio evalúa el efecto residual, sin 
embargo, denotan resultados similares en cuanto a la acción deficiente de este desinfectante frente a esta especie17. 

De acuerdo con el artículo realizado por Río y Vidal13, el alcohol a 70° posee un efecto desinfectante inmediato al tener 
contacto con la piel durante al menos 2 primeros minutos, además mencionan que, pese a su actividad bactericida, este 
biocida presenta limitado efecto residual. De este modo, los resultados se asemejan a la presente investigación en donde 
no se evidenció efecto residual alguno a los 20 minutos, lo que se justifica con las propiedades volátiles del etanol que 
interfieren en su efectividad13. 
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Referente al hipoclorito de sodio, Suchomel et al.17 en los resultados de su investigación demuestra que la solución de 
hipoclorito al 1% no fue lo suficientemente efectivo a los 1, 5 y 15 minutos, por lo tanto, no poseen efecto bactericida. Al 
igual que, la investigación presente en la cual se realizó la determinación del efecto residual. No obstante, en el primer 
estudio mencionado, también se evaluó la acción de este biocida a concentraciones del 3 y 5 %, observándose diferencias 
significativas de sensibilidad a los 5 minutos. 

En otra investigación realizada por Mengying Xia et al.18 destaca que a una concentración del 5 %, el hipoclorito es 
capaz de debilitar la estructura bacteriana aumentando considerablemente la efectividad de este desinfectante y su efecto 
residual, al igual que su toxicidad y riesgo al manipular este biocida.

En Ecuador, un estudio cuantitativo realizado por Abarca et al.19 en cepillos dentales con Enterococcus faecalis comprobó 
la efectividad de la clorhexidina al 0,12 % utilizando la técnica de siembra en estría. Previo al proceso de desinfección, 
el número de unidades formadoras de colonias (UFC) fue mayor a 100.000 UFC, mientras que después del proceso 
de desinfección el valor descendió a 30.000 UFC19. Consecuentemente, esta investigación permite evidenciar que este 
desinfectante a una concentración del 0,12 % es efectivo para reducir la carga microbiana destacando por su efecto 
antiséptico. Si bien es cierto, se evalúo la efectividad de la clorhexidina, no obstante, permite comprender la acción del 
desinfectante frente a la bacteria. 

Es preciso señalar que tanto la metodología como las concentraciones utilizadas en estos estudios difieren entre sí. Sin 
embargo, permite conocer la acción de la clorhexidina a una concentración menor y con un tiempo de acción inmediato. 

De igual modo, en el estudio Suchomel et al.17 trabajaron la efectividad del glutaraldehído en concentraciones de hasta 
0,25 % en periodos de tiempo de 5 a 15 minutos, donde resalta la baja efectividad del mismo sobre E. faecalis en 
la concentración establecida del desinfectante y en el mayor periodo de tiempo (15 minutos). Estos resultados, son 
semejantes al presente estudio, aun cuando se empleó una concentración del 2% y un método de ensayo distinto al que se 
propone en la normativa europea EN 13727, además, debe mencionarse que los periodos de tiempo a los que se sometió 
el desinfectante fueron a partir de los 20 minutos 1 hora, 3, 6, 12 hasta las 24 horas, donde se puso en evidencia efecto 
residual bajo del glutaraldehído como agente bactericida. 

De esta manera, se puede observar el bajo o nulo efecto residual de los desinfectantes y antisépticos al presentar halos de 
inhibición inferiores a los 8 mm, valor que de acuerdo a la escala de Duraffourd demuestra resistencia de E. faecalis20, 
para el hipoclorito de sodio al 0,1 % como el etanol a 70º. Finalmente, clorhexidina al 2 % y glutaraldehído al 2 %, aunque 
presentan mínimo halo de inhibición, no poseen un marcado efecto residual.

Por último, las limitaciones de esta investigación fueron la volatilidad de algunos desinfectantes, las posibles interacciones 
entre el medio de cultivo y los productos químicos que puedan influir en el efecto residual de los mismos. Otra de las 
limitaciones que se puso en evidencia fue que el análisis no es in situ, es decir con bacterias aisladas a nivel hospitalario ya 
que las condiciones que existen en los ambientes hospitalarios como humedad, temperatura, tipos de superficie, procesos 
de limpieza y desinfección, materiales con los que se realiza el proceso, almacenamiento de químicos, entre otros, son 
diferentes a las de laboratorio.

Finalmente, los resultados obtenidos en esta investigación permiten verificar el poco efecto residual que pueden presentar 
estos desinfectantes para la desinfección de superficies inertes en ambientes hospitalarios.

Conclusiones

El efecto residual de los desinfectantes de uso hospitalario frente a Enterococcus faecalis se encuentra en un rango 
de nulo a bajo.  El  etanol e hipoclorito de sodio, son los agentes que presentan un efecto residual nulo. Por su parte, 
clorhexidina y glutaraldehído, tienen un efecto residual mínimo que disminuye conforme transcurre el tiempo. Por lo que,  
considerándose que se tomó para esta investigación las concentraciones más altas propuestas en protocolos nacionales 
como internacionales quedan desestimados como agentes desinfectantes debido a que su acción no se mantiene en el 
tiempo. En este sentido, el efecto de mencionados biocidas no es suficiente para inhibir Enterococcus faecalis, por lo que, 
es necesario establecer otras concentraciones para antisépticos y desinfectantes que sean efectivas o la combinación de 
ellas para potencializar su efecto siempre y cuando no generen toxicidad al personal que los manipula ni a los pacientes 
en general.
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