ARTICULOS ORIGINALES

Estudio de la autoesterilidad de adhesivos
cianoacrilicos «in vitro»

In vitro study of the autosterility of cyanoacrylic adhesives

Maria Elena Cafizares Graupera'; Maday Tur Sanchez''; Viviana Escobar

ZanAiga'''; Nidia Rojas Hernandez''; Rodolfo Rubio Rubio”

'Licenciada, Maestra en Ciencias en Bioquimica, Investigadora Auxiliar, Centro de
Biomateriales, Universidad de La Habana, Ciudad de La Habana, Cuba.

"' Estudiante, Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, Ciudad de La Habana,
Cuba.

"'Licenciada en Microbiologia, Facultad de Biologia, Universidad de La Habana,
Ciudad de La Habana, Cuba.

V'DraC. en Microbiologia, Profesora Titular, Facultad de Biologia, Universidad de La
Habana, Ciudad de La Habana, Cuba.

VLicenciado en Bioquimica, Instituto de Hematologia e Inmunologia, Ciudad de La
Habana, Cuba.

RESUMEN

OBJETIVO: establecer una metodologia para evaluar la propiedad de
autoesterilidad de 2 adhesivos, el tisuacryl de produccién nacional y el histoacryl
producido por la B. Brown que se tomd como referencia.

METODOS: cada adhesivo se puso en contacto con el indculo de la cepa
seleccionada que provoca su polimerizacion. Se almacend un tiempo prudencial y se
puso en contacto con sangre fresca no menos de 24 horas.

RESULTADOS: en la mayoria de los preparados de polimeros con inéculo
sometidos a sangre total, apareci6 crecimiento bacteriano.

CONCLUSIONES: el resultado demostré que ninguno de estos preparados es
autoestéril.
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SUMMARY



OBJECTIVE: to establish a methodology to evaluate the autosterility property of 2
adhesives, tisuacryl of national production, and histoacryl produced by B. Brown
that was taken as a reference.

METHODS: every adhesive got in contact with the inoculum of the strain selected
that produced its polymerization. It was stored for a prudential time and it got in
contact with fresh blood for no less than 24 hours.

RESULTS: a bacterial growth appeared in most of the polymer preparations with
inoculum subjected to whole blood.

CONCLUSIONS: the result showed that none of these preparations was
autosterile.
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INTRODUCCION

Existen diversos criterios respecto al poder antibacteriano de los cianoacrilatos.
Algunos autores plantean que dichos monémeros son autoestériles, por lo que se
recomienda el uso de frascos multidosis,* mientras que otros consideran que
ocasionan pérdidas de la esterilidad.*® Sin embargo, en las evaluaciones descritas
no se tuvo en cuenta la degradacién que sufren los polimeros de cianoacrilato en
contacto con la sangre debido a la presencia de esterasas activas.® Este aspecto
resulta fundamental esclarecerlo, si se tiene en cuenta que muchos adhesivos
disefiados para la sutura estan en muchos casos en contacto con el torrente
sanguineo, por lo que fue necesario disefiar un modelo experimental para conocer
si luego de liberadas las cepas patdégenas, ya sea debido a la accidon enzimética o
por intercambio con otras proteinas plasmaticas de mayor afinidad, estas cepas se
mantienen viables o no. El objetivo fundamental de este trabajo fue establecer una
metodologia que representara de modo mas fidedigno las condiciones de uso de los
adhesivos.

METODOS

Los microorganismos empleados fueron Staphylococcus aureus ATCC 1045,
Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa de origen clinico
procedentes del Instituto Nacional de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia
(INHEM). Todas los cultivos fueron inoculados en tubos con agar nutriente y se
incubaron a 37 =+ 2 °C durante 24 horas. Se realiz6 una tincién de Gram para
verificar la pureza de los cultivos y el conteo de viables en cada caso.
Simultaneamente, se sembrd 0,1 mL de sangre en placas con los medios Cled,
tioglicolato de sodio y agar sangre, haciendo 2 réplicas de cada uno, para
determinar crecimiento bacteriano.

Se prepararon 9 tubos con 4,5 mL de agua estéril. Se adicion6 al primer tubo 0,5
mL de la suspension bacteriana y se hicieron diluciones en el resto de los tubos
tomando 0,5 mL de la dilucién anterior con micropipeta, homogeneizandola en el
tubo siguiente.



Se mezclaron en tubos de ensayos con tapa, previamente pesados tisuacryl o
histoacryl més el in6culo de la ultima dilucién en una proporciéon 1:1 (V/V), se
dejaron polimerizar a temperatura ambiente y se conservaron a 4 °C por periodos
de 1 mes, 15, 7 y 3 dias. Al cabo de estos tiempos, se adicionaron a cada tubo 2
mL de sangre total estabilizada con citrato, fosfato, dextrosa, adenina (CPDA) para
garantizar la actividad enzimatica, ensayada previamente y encontrada negativa
para sifilis, anticuerpos VIH 1+2, anticuerpos VHC y HBsAg. Los estudios se
planificaron cronolégicamente para emplear la misma bolsa de sangre de modo
simultaneo. Se pesaron los tubos antes y después de cada procedimiento para
determinar el porcentaje de degradacion de la muestra polimérica en las
condiciones experimentales.

Estos tubos se colocaron en una zaranda termostatada a 37 = 2 °C durante 72
horas. Se prepar6 igualmente un control positivo, que consistié en una muestra de
sangre inoculada directamente con la cepa, y un control negativo que contenia el
material polimérico sin el in6culo. Se tomo6 0,1 mL del sobrenadante de sangre de
cada tubo y se sembré en placas de agar nutriente. Se efectud la lectura de las
placas al cabo de una semana de crecimiento. Los ensayos se efectuaron por
triplicado.

Identificacién bioquimica de las diferentes cepas’

Para Escherichia coli se us6 la fermentacion de glucosa y lactosa, el ensayo de la
produccion del indol y el crecimiento en agar-citrato de Simmon.

Para Pseudomonas aeruginosa se efectu6 una tincion de Gram, se sembré en medio
agar-cetrimide, se hicieron las pruebas de la gota colgante, oxidasa y catalasa.

Para Staphylococcus aureus se us6 la produccion de coagulasa, produccion de
hemodlisis, tincién de Gram, medio Hugh y Leifson y prueba de la DNAsa.

Estadistica

Se determind el significado estadistico del porcentaje de degradacion utilizando la
prueba t de Student por comparacion de las medias de los grupos y se empleo el
método no parameétrico de los signos para determinar las diferencias entre el
crecimiento bacteriano a 7 y 3 dias entre el histoacryl y el tisuacryl.®

RESULTADOS
Evaluacion de la degradacion del polimero

En la tabla 1 se observan los resultados de los porcentajes de degradacion del
polimero promedio para ambos adhesivos.

Evaluacion del poder bactericida «in vitro»

En la tabla 2 se observan los resultados de los experimentos a diferentes intervalos.
Para 30 y 15 dias so6lo se evalué el tisuacryl. Para este material y a este intervalo



se detect6 crecimiento en una placa de Pseudomonas, para 33 % de crecimiento
respecto al total a 30 dias y crecimiento en una placa de Staphylococcus aureus,
para 33 % de crecimiento a los 15 dias. A los 7 y 3 dias se estudiaron los 2
adhesivos. En estas condiciones se detectd crecimiento para todas las cepas,
excepto para Escherichia coli en el tisuacryl. Los mayores porcentajes de inhibicion
recaen en ambos casos sobre el histoacryl.

Los resultados estadisticos se muestran en la tabla 3.

DISCUSION

La degradacion resultod igual para ambos polimeros, independientemente de que el
tiempo de polimerizacién del material y el porcentaje es elevado si se tiene en
cuenta el corto periodo y la escasa superficie de contacto, pues la evaluaciéon se
efectud en el bloque de polimero sin previa pulverizacion.

Los resultados estadisticos demostraron que para las condiciones experimentales y
las concentraciones evaluadas, el tisuacryl presenta mayores propiedades
bacteriostaticas que su homologo comercial en el experimento no convencional «in
vitro», pues se detectd diferencias significativas en el crecimiento bacteriano entre
ambos adhesivos. En todos los experimentos «in vitro» se detectd inhibicién para
Escherichia coli con el tisuacryl, lo que demuestra que efectivamente, este material
es capaz de inhibir el crecimiento de la cepa.

El conjunto de experimentos desarrollados corroboran que si bien los adhesivos a
base de cianoacrilato muestran poder bacteriostatico frente a determinadas cepas,
no presentan poder bactericida, resultado que solo se pone de manifiesto cuando el
polimero se somete a la degradacién por las proteinas de la sangre pero no por los
meétodos convencionales, por lo que no se coincide con los criterios de Kotsev y
Matews®>*® de materiales autoestériles.

No se recomienda el uso de estos adhesivos en frascos multidosis que pueden
transmitir infecciones evitables de paciente a paciente.

Los resultados demostraron que el modelo de ensayo fue adecuado para determinar
que el tisuacryl resulta mejor biocida que su homadlogo comercial, pues presenta
actividad antibacteriana para Escherichia coli «in vitro». También se comprobé que
la degradaciéon para ambos productos es la misma, independientemente del tiempo
de polimerizacion y que ninguno de los materiales presenta propiedades
autoestériles.
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Tabla 1. Porcentaje de degradacion del tisuacryl (T) y del histoacryl (H) frente a
sangre humana total liberada a 37 °C durante 72 horas.

| Muestra| % de degradacion promedio| R | S |

| T | 50,9 + 2,8 | 49| 9,6 |
| H | 47,4 + 4,02 | 22| 9,1 |
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R (ndmero de réplicas)
s (desviacion estandar)

Tabla 2. Andlisis del crecimiento bacteriano posterior a la inmovilizacion de las
cepas del in6éculo con tisuacryl (T) e histoacryl (H) para intervalos de 30, 15, 7y 3

dias.
Cepa ‘ Dias ‘ Producto | Control + UFC/ mL | n ‘ Crecimientos ‘ % |
st. | 30 | T | 7,1 x 10° | 3| - 0 |
Ps. | 30 | T | 3,8 x 10° | 3| 1 | 33,3 |
Ec. | 30 | T | 2,8 x 10° | 3| - 0 |
st. | 15 | T | 2,2 x 10* | 3| - 0 |
Ps. | 15 | T | 3,2 x 10* | 3| 1 | 33,3 |
Ec. | 15 | T | 3,1 x 10* | 3| - 0 |
st. | 7 | T | 2,2 x 10* | 3| 1 | 33,3 |
st. | 7 | H | | | 3| 2 | 66 |
Ps. | 7 | T | 3,0 x 10* | 3| 1 | 33,3 |
Ps. | 7 | H | 3,1 x 10° | 3| 2 | 66 |
Ec. | 7 | T | 2,0 x 10* | 3| - 0 |
Ec. | 7 | H | I | 2| 2(1%) | 50 |
st. | 3 | T | 2,9 x 10* | 3| 1 | 33,3 |
st. | 3 | H | I | 3| 3 | 100 |
Ps. | 3 | T | 9,2 x 10° | 3| - 0 |
Ps. | 3 | H | 3,0 x 10* | 3| 3 | 100 |
Ec. | 3 | T | 3,4 x 10* | 3| - 0 |
Ec. | 3 | H | I | 2| 2 | 100 |

St (Staphylococcus aureus)
Ps (Pseudomonas aeruginosa)
Ec (Escherichia coli)
UFC (unidades formadoras de colonias)
I (incontables)
*(contaminante detectado)



Tabla 3. Evaluacion estadistica por el método no paramétrico de los signos para un

intervalo de 7 y 3 dias.

C EP ‘ Dia ‘ # de placas # de placas Direccién de la ‘ ign
S H) M desviacion o
St | 7 | 2 | 1 | XH>XT | + |
Pps | 7 | 2 | 1 | XH>XT |+ |
Ec | 7 | 1 | 0 | XH>XT |+ |
St | 3 | 3 | 1 | XH>XT | + |
Ps | 3 | 3 | 0 | XH>XT o+
Ec | 3 | 3 | 0 | XH=>XT | + |

St (Staphylococcus aureus)
Ps (Pseudomonas aeruginosa)

Ec (Escherichia coli)



