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RESUMEN

TITULO: EVALUACION DE DOS PRODUCTOS NATURALES A BASE DE EXTRACTOS
DE CITRICOS COMO ALTERNATIVA DE REEMPLAZO DEL TRICLOSAN EN JABONES
ANTIBACTERIALES

Autor: Ahidaly Yineth Garcia Garcia

Palabras claves: Extractos, jabén, activos, antimicrobianos.

Descripcion: Actualmente, los organismos reguladores de las Buenas Practicas de Manufactura
(BPM), han aumentado las exigencias para asegurar la calidad de los productos y como prioridad
se estan enfocando en gran medida, en programas de limpieza y desinfeccion de manos, y en
areas de las plantas de produccion, debido a los riesgos asociados con la contaminacion cruzada
que puede darse entre diferentes productos alimenticios.

En el presente estudio se evalud dos productos naturales a base de extractos de citricos como
alternativa de reemplazo del triclosdn empleados en jabones antibacteriales de manos.

Para ello se realizaron dos (2) técnicas Kelsey Maurer y Kirby-Bauer. En la primera establecié 90
segundos como el tiempo 6ptimo de efectividad del extracto 2 al 0.5%, a partir de la reduccion
logaritmica hallada de los valores obtenidos; y en la segunda se observé sensibilidad en el
triclosan, y resistencia en los extractos segun el tamafio de inhibicién, para los microorganismos
B.cereus, E.coli y S.aureus, y al emplear el protocolo del lavado de manos recomendada por la
Organizacion mundial de la salud (OMS), para la cuantificacion de la flora flngica y bacteriana
en las manos, se hall6 que el uso del Extracto 2 como activo, en el jab6n antibacterial, redujo
significativamente unidades logaritmicas de bacterias y hongos frente al triclosan.



ABSTRACT

TITULO: EVALUATION OF TWO NATURAL PRODUCTS BASED ON CITRUS
EXTRACTS AS AN ALTERNATIVE OF TRICLOSAN REPLACEMENT IN
ANTIBACTERIAL SOAPS.

Author: Ahidaly Yineth Garcia Garcia

Key words: Extracts, soap, active, antimicrobial.

Description: Currently, the regulatory bodies of Good Manufacturing Practices (GMP), have
increased the requirements to ensure the quality of products and as a priority are focusing largely
on hand cleaning and disinfection programs, and in production areas plants, due to the risks
associated with cross-contamination that may occur between different food products.

In the present study, two natural products based on citrus extracts were evaluated as an
alternative to the replacement of Triclosan used in antibacterial hand soaps.

For this, two (2) Kelsey Maurer and Kirby-Bauer techniques were performed. In the first set 90
seconds as the optimal time of effectiveness of extract 2 to 0.5%, from the logarithmic reduction
found of the values obtained; and in the second, sensitivity was observed in the triclosan, and
resistance in the extracts according to the size of the inhibition, for the microorganisms B.cereus,
E.coli and S. aureus, and when using the protocol of hand washing recommended by The World
Health Organization Organization (WHO), for the quantification of the fungal and bacterial flora
in the hands, it was found that the use of Extract 2 as active, in antibacterial soap, significantly
reduced the logarithmic units of bacteria and fungi in comparison with the triclosan.



INTRODUCCION

En la actualidad las empresas se preocupan cada vez mas por la implementacion de
estrategias de mejoramiento que minimicen los casos de contaminacion fisicoquimica y
microbioldgica en los productos.

El lavado de las manos es el método més conocido y sencillo, en el cual puede emplearse
jabdn antibacterial, con el objetivo de reducir los casos de contaminacion cruzada. EI triclosan es
uno de los principales activos empleados en jabones antibacteriales, el mismo fue incluido en
1986 en la lista de activos aprobados por la Directiva de Cosméticos de la Comunidad Europea
para prevenir la propagacion de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina; Sin embargo,
actualmente existe gran preocupacion por sus posibles efectos sobre la salud. Diversos estudios lo
catalogan como un “posible carcinogeno” (IARC - Agencia Internacional para la Investigacion
del Céncer), otras investigaciones han demostrado que mutaciones en el gen bacteriano que
produce ENR - Enoil-ACP Reductasa (NADPH Especifica B) - puede producir bacterias
resistentes. El triclosan también se ha vinculado a preocupaciones ambientales (EPA, 2008).

En este sentido La administracién de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA, por sus siglas en inglés) dio a conocer el 2 de Septiembre de 2016, la regla definitiva que
prohibe la comercializacién de los jabones antisépticos de venta libre (OTC, por sus siglas en
inglés) que contienen ciertos ingredientes, entre ellos el triclosan. Lo cual crea la necesidad de
avanzar en investigaciones que permitan encontrar alternativas viables para el reemplazo de este
activo en dichos jabones.

Existe gran cantidad de estudios en la literatura que revelan que los extractos naturales de
las plantas, poseen accion antioxidante, antiviral, antimicotica, repelente, antitumoral y
antibacteriana (Sharma & Garg, 2011). Estas sustancias han entrado a competir con sucedaneos
sintéticos que pueden presentar efectos nocivos para la salud. Los aceites esenciales son
sustancias organicas constituidas por terpenos, sesquiterpenos, acidos organicos y compuestos
aromaticos que se localizan en determinados érganos de la planta Botelho et al (2003).

Los extractos naturales también se han utilizado en innumerables ensayos y aplicaciones
en diversos alimentos, bebidas y cosméticos. Sin tener alguna limitante en su utilizacion, ya que
los mismos gozan de estatus GRAS (generally recognized as safe o generalmente reconocido
como seguro) segun la clasificacion de sus componentes por la FDA.

Por esta razén, el objetivo de la presente investigacion es la evaluacion de dos extractos citricos
frente al triclosan, durante el desarrollo de la misma se incluird un seguimiento mensual mediante
la determinacion de la CMI de los jabones antibacteriales formulados con los productos
propuestos por un periodo de 3 meses, asi mismo se empleara el método de tiempo de contacto y
de susceptibilidad por disco para determinar la susceptibilidad de las cepas de referencia
disponibles en el laboratorio a los activos evaluados y por ultimo se realizara la evaluacion de
efectividad de un jabon antibacterial formulado con el mejor extracto frente al triclosan, en las
manos de personal de la compafiia.
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1. ANTECEDENTES
1.1. Lavados de las Manos

Por siglos, el lavado de manos con agua y jabon ha sido considerado una medida de
higiene personal. A mediados del siglo XIX, cuando en 1822 un farmaceutico francés, demostrd
que las soluciones cloradas erradicaban la totalidad de los olores asociados con los cuerpos
(Labarreque, 1829). En 1843, un médico americano, Oliver Wendell Holmes, llegd a la
conclusion de que la fiebre puerperal se transmitia de una paciente a otra por medio de los
médicos y enfermeras que los atendian, impuso como practica sanitaria el lavado de manos antes
y despues de la atencion de las pacientes y logro reducir la fiebre puerperal (Puerperio: periodo
comprendido desde el parto hasta el retorno de la menstruacion, de unas seis semanas de
duracion, caracterizado por la lactancia y la evolucion de los érganos genitales hacia su estado
normal), significativamente, generando un gran impacto al demostrar la importancia del lavado
de manos en la prevencion de la transmision de la enfermedad, el hangaro, Ignaz Phillip
Semmelweis (1983), fue el primero en probar cientificamente la importancia del lavado de manos
con antiséptico. Semmelweis (1983) Publicd los resultados de los estudios en 1861, 662 afos
después de los escritos de Maimonides. En 1878, Luis Pasteur presenta su informe “Teoria de los
gérmenes y su aplicacion en la medicina y la cirugia”; durante los anos siguientes los cientificos
continuaron identificando bacterias y su relacion con las enfermedades (Rosenthal & Ezcurra,
1999).

1.2.  Fisiologia cutanea

El cuerpo del ser humano presenta una gran superficie cutanea y mucosa por la que entra
en contacto con el medio ambiente.

La piel humana se encuentra colonizada por multiples microorganismos que viven como
saprofitos en la superficie, en las fisuras entre las escamas del estrato corneo y dentro de
los foliculos pilosos por sus diferentes caracteristicas de humedad, temperatura, pH y
disponibilidad de nutrientes, los cuales en algunas situaciones estos microorganismos
pueden volverse patdgenos (Roth & James, 1989).

1.3. Tipos de flora bacteriana presentes en la piel.

La flora humana normal esta conformada por bacterias, hongos y parasitos, y se dividen
en dos grandes grupos: flora residente y la flora transitoria Fitzpatricks et al (1999) .

1.3.1. Flora residente.

Los organismos caracteristicos que siempre estan adheridos a la superficie cutanea son los
Ilamados residentes, los cuales se encuentran como constituyentes dominantes de la piel.

Se divide en 2 grandes grupos bacterianos, el mayor, conformado por bacterias
corineiformes y por estafilococos; un grupo menor, los micrococos y acinetobacter; flora flngica
de la familia de Malassezia y flora parasitaria con Demodex (Roth & James, 1989).

1.3.2. Flora transitoria.
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Los constituyentes de la flora transitoria simplemente son depositados en la superficie de
la piel desde el medio ambiente, pero no tienen la capacidad de adherirse a ella, puede incluir
bacterias potencialmente patdgenas para el propio individuo.

Se encuentra representada principalmente por bacterias Gram (+) como Estreptococo del
grupo A, S. aureus, y del género de Neisseria; flora fungica como Candida albicans (Roth &
James, 1989).

1.4 Técnica de lavado de manos

El lavado de manos es el mas sencillo, de bajo costo e importante procedimiento en la
prevencion de propagar gérmenes, logrando reducir su incidencia cuando se realiza de manera
adecuada. La efectividad para reducir la difusion de microorganismos depende de tres factores: la
ocasion, la solucion utilizada y la técnica de lavado de manos.

1.4.1 Lavado de manos social.

Es lavado de manos de rutina, se define como la remocion mecénica de suciedad y la
disminucion de microorganismos transitorios de la piel. Este lavado de manos requiere de jabon
comun liquido, debe hacerse de forma vigorosa con una duracién no menor de 15 segundos.

1.4.2 Lavado de manos clinico.

Se lleva a cabo con una solucion jabonosa antiséptica de amplio espectro microbiano, que
tiene una pronta accion, no es irritante y esta disefiado para su uso en situaciones de brotes de
infeccion hospitalarias.

1.4.3 Lavado de manos quirdrgico.

Es el lavado efectuado por los integrantes del equipo quirdrgico antes de su ingreso al
quirdfano, siempre esta indicado un jabon antiséptico. Se debe nombrar que el uso del cepillado
no es necesaria para reducir la carga microbiana cuando se utiliza antiséptico con efectos
residual. (Villavicencio & Ochoa , 2006).

1.5 Productos utilizados para la higiene de manos

. Jabones sin antiséptico (sélidos, liquidos, polvo). Pertenecen al grupo de los
tensioactivos aniénicos. Son sales sodicas o potasicas de diversos acidos grasos. Su capacidad de
limpieza reside en sus propiedades detergentes que retiran el polvo y la suciedad de las manos asi
como diversas sustancias organicas. Tienen muy poca 0 ninguna actividad antimicrobiana
intrinseca, y no son lo suficientemente eficaces para eliminar por completo los microorganismos
patdgenos de las manos del personal sanitario.

o Yodo y yodoforos. Pertenecen al grupo de compuestos halogenados. Se conocen
las propiedades antisépticas del yodo desde hace mucho tiempo. Pero como irrita y tifie la piel,
los mas modernos yodoforos los han sustituido como principio activo de estos antisépticos, ya
gue consiguen una liberacion de yodo molecular mas sostenida en el tiempo y reducen la
irritacion de la piel. Los yodoforos son compuestos de yodo elemental y yoduros unidos a un
polimero portador que libera sostenidamente moléculas de yodo que son las realmente activas.
Las moléculas de yodo répidamente penetran la pared celular de los microorganismos y los
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inactivan formando complejos con aminoacidos y &cidos grasos insaturados impidiendo la
correcta sintesis proteica y alterando las membranas celulares (Cunha & Matos, 2017).

. Alcoholes. La mayoria de antisépticos de manos con base alcoholica contienen
isopropanol (también llamado alcohol isopropilico, 2-propanol, propan-2-ol), etanol, 1-propanol
(también Ilamado propan-1-ol o alcohol propilico), o una combinacién de dos de estos productos.
La actividad antimicrobiana de los alcoholes se atribuye a su capacidad de desnaturalizar las
proteinas. Soluciones de alcohol en concentraciones del 60% al 95% son las mas eficaces y méas
altas son menos potentes porque las proteinas no se desnaturalizan facilmente en ausencia de
agua. Los alcoholes tienen excelente actividad germicida in vitro contra bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas, incluyendo patégenos multi-resistentes, Mycobacterium tuberculosis, y varios
hongos (Aly & Maibach, 1979).

o Biguanidinas:

o Clorhexidina. El gluconato de clorhexidina actia a nivel de las
membranas citoplasmicas generando la liberacion de los componentes y la
inmediata muerte celular. La actividad antimicrobiana tarda méas tiempo en
alcanzarse que con los alcoholes. Es més activa frente a Gram-positivos que frente
a Gram-negativos y hongos y apenas tiene actividad frente a micobacterias (Uter
& Schnuch, 2001). La clorhexidina irrita la piel en funcién de su concentracion:
los productos al 4% causan dermatitis si se usan con frecuencia. Son raras las
alergias a la clorhexidina.

° Fenoles:

o Hexaclorofeno. Es un derivado fendlico (bifenol) con actividad
bacteriostatica. Su actividad antiséptica se explica por inactivacion de importantes
procesos enzimaticos del metabolismo bacteriano. Tiene actividad frente a
bacterias Gram positivas (especialmente frente a S. aureus) pero pobre frente a
bacterias Gram negativas, hongos y micobacterias. La eficacia del hexaclorofeno
es modesta después de un lavado, pero tiene actividad residual de varias horas y
efecto acumulativo (con los sucesivos lavados reduce la concentracion de bacterias
en la piel). Se formula a una concentracién al 3%. Se le ha atribuido un efecto
neurotdxico cuando se emplea para el lavado de neonatos; y en cuanto al lavado de
manos, la Food and Drug Administration (FDA) de los EEUU, considera que no es
seguro ni efectivo.

o Cloroxilenol. Es un derivado fenolico (halofenol) cuya actividad
antiséptica se explica por la inactivacion enzimética y la ruptura de la pared
bacteriana. Se le conoce también como paraclorometaxylenol (PCMX) y se ha
usado como principio activo en varios jabones antisépticos. Tiene muy buena
actividad in vitro sobre los organismos Gram positivos y buena sobre Gram
negativos, micobacterias y algunos virus. EI PCMX es menos activo frente a P.
aeruginosa pero si se le afiade acido etilendiaminotetraacético (EDTA) esta
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actividad se incrementa notablemente frente a éste y otros patdgenos. EI PCMX no
actlia tan rapidamente como la clorhexidina o los yoddforos y tiene una actividad
residual mas corta. Se formula en concentraciones del 0,3 al 3,75%. Pese a que el
compuesto se absorbe por la piel se tolera bien y no es comdn la reaccion alérgica.

o Compuestos de amonio cuaternario: Son agentes tensioactivos cationicos. El
cloruro de benzalconio es el mas ampliamente usado como antiséptico de este grupo. Es
basicamente bacteriostatico y fungistatico. Son mas potentes contra Gram positivos que frente a
Gram negativos. Su actividad contra micobacterias y hongos es relativamente débil pero
aceptable frente a virus con envuelta. Su actividad antimicrobiana se afecta por la presencia de
materia organica y no son compatibles con detergentes aniénicos. Estos compuestos son bien
tolerados por el personal, pero se contaminan facilmente por bacterias Gram negativas. En
general no se recomienda su uso como medida Unica, aunque se estan realizando estudios
comparando mezclas de alcoholes y amonios cuaternarios, con la hipétesis de que el uso de esta
mezcla consigue mejores resultados que los componentes por separado.

1.6 Revision de los compuestos empleados para la higiene de manos

1.6.1 Agua

El agua es un buen disolvente para un gran nimero de sustancias, se le conoce como el
disolvente universal. Es estable, tiene un punto de ebullicion alto y tiene muy alta tension
superficial, una caracteristica importante para la limpieza de las manos. Debido a sus
propiedades, el agua no puede eliminar algunas sustancias como grasas, aceites y proteinas que
son componentes organicos. Para una limpieza eficaz de las manos, es primordial que la suciedad
se disuelva o quede suspendida en el agua para que pueda ser arrastrada Luby et al (2005).

1.6.2 Temperatura del agua

Un comunicado donde se determino el impacto de diferentes temperaturas entre 5°C, y
50°C (120°F) en la eliminacién de diferentes tipos de bacterias evidenciaron que la temperatura
no tiene ningun efecto en la reduccién de la flora transitoria o residual (Krumm, 2002). Se
examino la flora residente y transitoria de los voluntarios, quienes se lavaron las manos con
diferentes temperaturas usando una cantidad especifica de jabdn normal liquido. Se enjabonaron
las manos durante 15 segundos y se las enjuagaron durante 10 segundos. Ni el uso de jabdn
medicado, ni la temperatura del agua tuvieron un efecto significativo en la eliminacion de
bacterias. Al parecer, el tiempo de contacto y la friccion son aspectos mas importantes que la
temperatura. (Strang, 2003)

1.6.3 Secado de manos

El secado de manos es un paso importante en la limpieza de manos y debe realizarse de
tal manera que no se produzca una nueva contaminacion de las manos. Las manos humedas,
como un ambiente himedo en comparacién con un ambiente seco, ofrecen mejores condiciones
para la transmision de microorganismos Patrick et al ( 1997). En un estudio comparativo que
realizd6 Yamamoto et al (2005) para probar la eficiencia del secado de manos para eliminar las
bacterias de las manos lavadas, resultd peor secar las manos con aire caliente que con una toalla
de papel. Ademas, los secadores de aire pueden resultar menos practicos porque se necesita mas
tiempo para lograr secar las manos, con el posible impacto negativo en el cumplimiento de la
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higiene de manos, y por la pulverizacion de patdgenos acuéticos. Idealmente el secado de manos
debe realizarse usando toallas de papel individuales. Sin embargo, el recuento de bacterias en la
palma y dedos después del lavado de manos, puede no diferir significativamente tras secarse con
una toalla de papel (Ngeow, Ong, & Tan, 1989).

1.6.4 Jabon simple.

Los jabones son productos a base de detergentes, que contienen 4&cidos grasos
esterificados y sodio. Estan disponibles en diversas formas, incluyendo pastilla de jabon, tejido,
hoja y preparaciones liquidas. Los jabones simples tienen una minima, si la tienen, actividad
antimicrobiana. Sin embargo, el lavado de manos con jabon simple puede eliminar la flora
transitoria de baja adherencia. Por ejemplo, lavarse las manos con jabon simple y agua durante 15
segundos reduce el recuento bacteriano en la piel entre 0,6-1,1 log10, mientras que lavarselas
durante 30 segundos reduce el recuento entre 1,8-2,8 log10 (Rotter, 1999).

1.7 Triclosan y compuestos relacionados

1.7.1 Definicion, estructuray propiedades del triclosan y compuestos relacionados.

El triclosan [5cloro2- (2,4diclorofenoxi) fenol], TCS, es un fenoxifenol triclorado
comercializado que presenta propiedades antibacterianas, usado como preservativo, fungicida y
biocida en diversos productos de limpieza, cosméticos, textiles y productos alimenticios. Es un
polvo blangquecino escasamente soluble en agua, hidroliticamente estable y poco volatil, con una
elevada hidrofobicidad.

El Triclosén se encuentra listado ante la EPA (Environmental Protection Agency) como
un pesticida bajo el cddigo quimico activo 054901.

Un total de 2385 patentes contienen la palabra “Triclosan” dentro de la Oficina de Patentes y
Marcas Registradas de Estados Unidos entre el afio 1976 y Abril de 2008 (FDA, 2010).

El metiltriclosan [5cloro2- (2,4diclorofenoxi) anisol], MTCS, es un anisol generado en procesos
de biometilacion del triclosan, cuyas propiedades fisicoquimicas le proporcionan carécter
bioacumulativo (Balmer, Buser, Muller, & Poiger, 2005). Los clorofenoles anteriores se
consideran posibles productos de hidrolisis del triclosan en medio acuoso. El 2,4 diclorofenol
(2,4DCF) y el 2, 3,4triclorofenol (2, 3,4 TCF) fueron propuestos inicialmente como subproductos
de hidrolisis (Rule, Ebbett, & Vikesland, 2005), aunque estudios posteriores, pusieron de
manifiesto que son el 2, 4,6 triclorofenol (2, 4,6 TCF) junto con el 2,4 diclorofenol los productos
finales generados en reacciones de oxidacion e hidrolisis del triclosan (Rule, Ebbett, &
Vikesland, 2005).
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Figura 1. Estructuras del triclosan (TCS), metiltriclosan (MTCS), 2,4-diclorofenol (2,4-DCF), 2, 3,4-
triclorofenol (2, 3,4-TCF) y el 2, 4,6-triclorofenol (2, 4,6-TCF). Fuente: (Rule, Ebbett, & Vikesland, 2005)

1.7.2 Aplicaciones.

El triclosan exhibe un amplio espectro bactericida contra las bacterias Gram + y Gram -,
ademas de mohos y levaduras. Su efecto antibacteriano es debido a la inhibicion que ejerce sobre
la proteina transportadora enoilacil reductasa (ENR), encargada de la biosintesis de acidos grasos
necesarios para la formacion de las paredes celulares y la reproduccion de las bacterias (Singer,
Mdiller, Tixier, & Pillonel, 2002).

Triclosan, agente antimicrobiano de amplio espectro sintético que se ha usado
ampliamente durante méas de 20 afios en una variedad de productos de consumo, incluyendo pasta
de dientes, enjuagues bucales, desodorantes, jabones, textiles (por ejemplo, calcetines, ropa
interior), juguetes, jabén liquido para lavar platos y utensilios de cocina de plastico (Calafat, Ye,
Wong, Reidy, & Needham, 2008). En el &mbito clinico el triclosan es utilizado como antiséptico,
desinfectante o conservante. También se incorpora en la superficie de dispositivos médicos,
materiales plasticos, textiles, utensilios de cocina, etc., de la que podria lixiviar lentamente
durante un largo periodo de tiempo durante su uso, para llevar a cabo su accion biocida (SCCS,
2010).

1.7.3 Toxicidad.

El Triclosdn fue incluido en 1986 en la Directiva de Cosméticos de la Comunidad
Europea para su uso como conservante en los productos cosméticos en cantidades de hasta 0,3%.
Diversos estudios sobre su uso en productos de cuidado personal revelan que, a las
concentraciones utilizadas (0.3 %, segun RD 1599 del 17 octubre 1997), no es tdxico,
carcinogenico, teratogenico, ni irritante de ojos y piel. El triclosan penetra en el cuerpo humano
por contacto con la piel, las mucosas y el tracto intestinal, reduciéndose su concentracién a la
mitad tras 21 horas, retornando finalmente a los niveles iniciales al cabo de 8 dias (Allmyr,
Adolfsson-Erici, & McLachlan, 2006).
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El triclosan, aunque su uso en una concentracion maxima en pastas de dientes, jabones de
mano, para el cuerpo (geles de ducha) y barras desodorantes se consideran seguros desde el punto
de vista toxicoldgico de los productos individuales, la magnitud de la exposicion agregada a
triclosén de todos los productos cosméticos no es segura (FDA, 2010).

El mayor problema derivado de la introduccion de triclosan en las formulaciones de
productos de cuidado personal es su continua descarga en el medio ambiente, ya que puede
producir efectos adversos sobre la flora y fauna acuética. Las algas, organismos unicelulares y
peces han sido los principales organismos en los que se ha estudiado su toxicidad (Tatarazako,
Ishibashi, & Teshima, 2004).

Dado que las algas comprenden el primer escalon en la piramide alimentaria, un efecto
adverso en ellas puede desembocar en un efecto en cadena para organismos de mayor tamario.
Las algas unicelulares, particularmente las algas verdes y las cianobacterias, son del orden de 30
a 80 veces mas sensibles a la exposicién a triclosan que otros organismos acuéticos (Orvos &
Versteeg, 2002).

1.8 Extractos Naturales

1.8.1 Laalternativa de los extractos naturales.

En busca del bienestar y salud humana, existe una tendencia generalizada al rechazo de
todo lo que no sea natural. Esta tendencia ha dado lugar al estudio de los extractos de plantas
como una de las alternativas mas naturales a los antibidticos promotores del crecimiento.

Los extractos de plantas son compuestos naturales a los que se les atribuyen propiedades
antisépticas, antifingicas, antioxidantes, antitumorales, etc. El efecto antimicrobiano de estas
sustancias se conoce y se ha utilizado desde hace siglos. Parece ser que actlan desestabilizando la
membrana celular de algunos microorganismos, alterando las propiedades de su superficie.

1.8.2 Extractos de Plantas.

Las plantas tienen una gran capacidad para sintetizar metabolitos secundarios, algunos de
los cuales son responsables de su olor (terpenos), pigmentacion (quinonas y taninos) o sabor
(terpenos). Ademas, muchas de estas sustancias le sirven a la planta como mecanismo de defensa
contra el ataque de microorganismos, insectos y herbivoros.

Muchos extractos de plantas se utilizan como agentes antimicrobianos, ya que han
demostrado poseer la capacidad de inhibir el crecimiento bacteriano. Los principios activos de los
extractos de plantas que ejercen el efecto antimicrobiano suelen ser sustancias quimicas como los
compuestos fenolicos, las cumarinas, los flavonoides, los taninos, las quinonas, etc. Estos
compuestos se pueden dividir en varias categorias segin su potencial antimicrobiano y su
estructura molecular (Cowan, 1999). Los compuestos fenolicos y los terpenoides son dos de los
grupos mas importantes, donde podemos encontrar los componentes principales y mayoritarios
de los extractos de plantas con mayor actividad antimicrobiana.

El uso de aceites esenciales para controlar las enfermedades fungicas de las frutas es una
alternativa a los fungicidas sintéticos, como es el caso de las especies de citricos del limon y sus
componentes (Simas, Amorim, & Goulart, 2017) donde el ensayo de la concentracion minima
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inhibitoria confirmo que todos los aceites esenciales inhibieron el crecimiento de Botrytis cinerea
y Trichoderma viride.

1.8.3 Aceites Esenciales.

Los aceites esenciales son extractos de plantas obtenidos mediante la extraccion con
solventes orgénicos y destilacion. Estos extractos son una combinacion de diversas moléculas,
principalmente formadas por hidrocarburos ciclicos y sus alcoholes, aldehidos o esteres
derivados. Las propiedades del aceite esencial pueden variar segun su composicion. Inouye et al
(2001) observaron que los aceites esenciales que contenian un aldehido o un fenol como principal
componente fueron los mas activos frente a bacterias del tracto respiratorio, seguidos por los
alcoholes y, con una menor accion antimicrobiana, los aceites que contenian mayoritariamente
cetonas, ésteres o hidrocarburos. La actividad de un aceite esencial esta relacionada con sus
componentes principales, la configuracion estructural y grupos funcionales de sus compuestos, y
con posibles sinergias entre los compuestos.

La capacidad antimicrobiana de los aceites esenciales se esta investigando tanto en la
industria alimentaria y farmacéutica, donde se ha demostrado la efectividad de los aceites
esenciales como antimicrobianos o antisépticos frente a bacterias patdgenas. (Dorman & Deans,
2000).

1.8.3.1 Composicion de los aceites esenciales.

Para la obtencién de un aceite esencial, la parte de la planta que lo contiene se somete a
una hidrodestilacion. El analisis de la composicién quimica de los aceites esenciales se lleva a
cabo mediante cromatografia de gases y espectrofotometria de masas, con esta metodologia se
observa como la composicion de los principios activos del extracto es variable y dependiente de
la variedad de la planta y las condiciones de cultivo. Los aceites esenciales pueden llegar a tener
mas de 100 principios activos. Por ejemplo, Bagamboula y Uyttendaele (2004) identificaron un
total de 171 compuestos en el aceite esencial de Thymus vulgaris L.

1.8.3.2 Propiedades de los aceites esenciales.

Existen muchos trabajos en la bibliografia que demuestran la actividad antibacteriana en
medios de cultivo de diferentes aceites esenciales y de algunos de sus componentes frente a una
gran variedad de bacterias patdgenas. Entre los componentes de diferentes aceites esenciales con
mayor actividad y con un amplio espectro de efectividad antimicrobiana encontramos: el timol
(tomillo, orégano), el carvacrol (orégano y tomillo), el cinemaldehido (canela) y el eugenol
(canela, clavo y pimienta).

Los aceites esenciales no sélo inhiben el crecimiento de la bacteria, sino que también
poseen la capacidad de inhibir la germinacion de esporas, como en el caso de Clostridium
botulinum o Bacillus cereus Chaibi et al (1997), y tienen la capacidad de alterar la patogenicidad
de las bacterias alterando la produccion de toxinas. Smith-Palmer (Smith, Stewart, & Fyfe, 1998)
demostraron que el aceite de Thymus vulgaris, ademas de tener una buena actividad
antimicrobiana contra L. Monocytogenes, alterd la produccion de toxinas de esta bacteria
patdgena y redujo la produccion de dos proteinas extracelulares claves para su patogenicidad.

Otros estudios han demostrado la actividad antifingica de los aceites esenciales
(Karaman, Digrak, Ravid, & llcim, 2001). Daferera y Ziogas (2003) determinaron el efecto de 20
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principios activos de aceites esenciales sobre el crecimiento y produccion de aflatoxinas de una
cepa toxicogénica de Aspergillus flavus. Solo 5 compuestos (todos ellos aceites alifaticos,
aldehidos aromaticos o fenoles), entre ellos el timol que fue efectivo a dosis inferiores al resto de
aceites esenciales, suprimieron completamente el crecimiento y la sintesis de aflatoxinas. De
nuevo, el timol y el eugenol demostraron su actividad antifungica sobre el crecimiento y
produccion de toxinas de Penicillium citrinum en medios de cultivo y en alimentos. (Karaman,
Digrak, Ravid, & llcim, 2001)

Algunos aceites esenciales, debido a su contenido en compuestos fendlicos, también
poseen una cierta capacidad antioxidante. De nuevo, el aceite de tomillo es uno de los aceites
esenciales con mayor actividad antioxidante. Youdim y Deans (1999) observaron que la
suplementacion del aceite esencial de Thymus vulgaris L. en la dieta de ratas disminuyd la
capacidad oxidante enzimatica en corazon e higado. El extracto de clavo, otro de los aceites
esenciales con mayor actividad, y sus principales compuestos, eugenol y acetato de eugenil,
mostraron una actividad antioxidante comparable al antioxidante natural -tocoferol, vitamina E
(Lee & Shibamoto, 2001).

El D-limoneno es el monoterpeno monociclico mas abundante en el aceite esencial de los
citricos. Este principio activo posee la capacidad de inhibir el desarrollo de tumores espontaneos
0 provocados en roedores. Udeon et al (1999) demostraron que la administracién oral de
limoneno inhibid la carcinogénesis gastrica de las ratas tratadas. Existen otros compuestos
naturales de plantas que poseen efectos protectores frente a la genotoxicidad y la carcinogénesis.
La ingestion en la dieta de compuestos quimiopreventivos es una estrategia efectiva para
minimizar los efectos nocivos de genotoxinas y carcindgenos. El geranitol, monoterpenos del
aceite esencial de limoncillo o lemongras, se presenta como una nueva clase de agentes para la
quimio prevencion. El geraniol inhibi¢ el crecimiento de las células tumorales del cancer de
colon humano (Carnesecchi & Schneider, 2001). También el eugenol es conocido como un
potente inhibidor de la peroxidacién lipidica y puede poseer propiedades anticarcinogénicas y
antimutagenicas. Abraham (2001) demostré el efecto antigenotoxico del pretratamiento con
eugenol en ratones, inhibiendo la mutagénesis provocada por la aflatoxina B1.

Cuadro 1. .Efecto antibacteriano de aceites esenciales y principios activos.

Aceite Esencial Compuesto Microorganismo Referencia
L.innocua,
L.monocytogenes (Gomez, Lopez, Lopez,
Clavo, canela, B.cereus
. ; Gomez, & Montero, 2010)
tomillo, oregano, | Eugenol C.botulinum o
narania B.subtilis (Chaibi, Ababouch, Belasry,
1. SUD & Busta, 1997)
E.coli
S. cerevisiae
Canela. clavo Timol + (nisina) | B. subtilis | (Seyed, Masoud, & Seyed,
’ Carvacrol; timol | Escherichia 2010)
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Aceite Esencial

Compuesto

Microorganismo

Referencia

Cinnamic;
Eugenol

coliListeria
monocytogenes
Lactobacillus platarum
Pseudomonas
fluorescens

(Evans & Martin, 2000)

Orégano
Menta

Eugenol

Bacillus cereus
Escherichia coli
Salmonella enteritidis
P. aeruginosa
Staphylococcus
aureus

(Pelissari, Grossmann,
Yamashita, & Pineda, 2009)

Oliva,  romero,
cebolla Pimienta,
arandano, ajo,
Orégano y
orégano con

carvacrol 5%

Listeria
monocytogenes

(Ponce, Roura, & Moreira,

2008)

Orégano

Carvacrol
Cinnamaldehido

Escherichia coli

(Rojas, Avena, Olsen,
Friedman, & Henika, 2007)

Tomillo

Carvacrol
Timol

B.cereus
B.megaterium
B.subtilus
E.coli
K.pneumoniae
L.monocytogenes
M.luteus
M.smegmatis
P.vulgaris
P.aeruginosa
S.aureus

(Karaman, Digrak, Ravid, &
licim, 2001)

Cuadro 1. (Continuacion) Efecto antibacteriano de aceites esenciales y principios activos.

1.9

Susceptibilidad de las bacterias Gram negativas y positivas

La mayoria de los estudios han observado que los aceites esenciales tienen una mayor
actividad frente a las bacterias Gram positivas que frente a las Gram negativas (Lambert,
Skandamis, Coote, & Nychas, 2001). Las bacterias Gram positivas s6lo tienen una membrana, la
membrana citoplasmatica. Por el contrario, las bacterias Gram negativas tienen una membrana
externa de fosfolipidos y lipopolisacaridos, ademas de la membrana citoplasmatica.
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Figura 2. Esquema de las membranas celulares de las bacterias Gram positivas y negativas: LPS,
lipopolisacaridos; PP, poros; C, membrana citoplasmatica y proteinas; BP, proteinas; PPs,

espacio periplasmico; A, proteinas de membrana externa; LP, lipoproteinas. Fuente: (Sikkema &
Poolman, 1995).

Las bacterias Gram negativas son menos susceptibles a la accién antibacteriana ya que
poseen una membrana externa alrededor de la pared celular, lo que restringe la difusion de los
compuestos hidrofébicos a través de su cobertura de lipopolisacaridos (Sikkema & Poolman,
1995). A pesar de la presencia de los poros de baja especificidad, la membrana externa tiene una
permeabilidad muy baja hacia los compuestos hidrofébicos, debido a los lipopolisacaridos
lipofilicos. Sin embargo, no todos los estudios demuestran que las bacterias gran positivas sean
mas susceptibles, ya que existen compuestos lipofilicos que penetran a través de la membrana
externa de algunas bacterias. Dorman y Deans (2000) observaron que las bacterias gran positivas
fueron mas susceptibles que las bacterias gran negativas al aceite esencial de Pelargonium
graveolens (geranio) y Thymus vulgaris (tomillo), e igualmente sensibles a los aceites esenciales
de Piper nigrum (pimienta), Syzygium aromaticum (clavo), Myristiga fragrans (nuez mozcada) y
Origanum vulgare (orégano), Smith et al (1998) también observaron que las dos bacterias Gram
positivas, S. aureus y L. monocytogenes, fueron mas sensibles a la inhibicién de los aceites
esenciales que las tres bacterias Gram negativas, E. coli, S. enteritidis y C. jejuni. Sin embargo
Inouye et al (2001), observaron un alto grado de susceptibilidad de H. influenzae (bacteria Gram
negativa) hacia los aceites esenciales. Parece ser que la membrana externa no es totalmente
impermeable a las moléculas hidrofdbicas, ya que algunas pueden atravesar lentamente sus poros
(Helander & Alakomi, 1998). EI mecanismo de accion de los aceites esenciales sobre las
bacterias Gram negativas, y observaron que el timol y el carvacrol inhibian el crecimiento
bacteriano atravesando la membrana externa de la bacteria e incrementando la permeabilidad de
la membrana citoplasmatica. Esto sugiere que la toxicidad de los aceites esenciales sobre las
bacterias Gram negativas radique en el bajo peso molecular de los compuestos lipofilicos o
hidrofobicos. A pesar de su limitada solubilidad en agua, estos compuestos son capaces de
penetrar dentro de las bacterias Gram negativas e influir en su proliferacion y patogenicidad.
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1.10 Mecanismo de accion de los compuestos activos de los aceites esenciales
ACEITES ESENCIALES
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Figura 3. Localizacion y mecanismos de accion de los componentes de los aceites esenciales
sobre la célula bacteriana: degradacion de la pared cellular (Helander & Alakomi, 1998) de la
membrana citoplasmatica (Uter & Schnuch, 2001); dafio de las proteinas de membrana (Juven et
al., 1994; Ultee et al., 1999); salida de contenido celular Lambert et al (2001), coagulacion del
citoplasma e inhibicion de la fuerza motriz de protones.

Los aceites esenciales y sus compuestos son activos frente a una amplia variedad de
bacterias, incluidas las Gram negativas. Considerando la gran cantidad de compuestos quimicos
de diferentes grupos que podemos encontrar en los aceites esenciales, es evidente que la actividad
antibacteriana no se atribuye Unicamente a un mecanismo de accion especifico, sino a varios
mecanismos. Estos mecanismos son consecuencia de la accion de los aceites esenciales en varios
puntos de la célula (Burt, 2004).

Una caracteristica importante de los aceites esenciales y de sus componentes es la
hidrofobicidad, la cual les permite unirse a los lipidos de la membrana celular y mitocondrial,
deshaciendo su estructura y provocando un aumento de su permeabilidad, dejando salir contenido
celular Sikkema et al (1995); Helander et al (1998) Ultee et al (2002) observaron una dilatacion
de la membrana del patégeno Bacillus cereus debido a la mayor fluidez de los lipidos de
membrana como consecuencia de la interaccion de la molécula de carvacrol, principio activo de
los aceites esenciales del limén, tomillo, entre otros, con los lipidos de membrana. La dilatacidn
de la membrana citoplasmética provocé su desestabilizacion. Parece ser que la localizacion vy el
namero de grupos hidroxilo (-OH) sobre el grupo fenol de estas moléculas esta relacionado con
su toxicidad: una mayor hidroxilacién es responsable de una mayor capacidad bactericida. Ultee
et al (2002), sugirieron que la presencia del grupo hidroxilo en la molécula de carvacrol, al igual
que en el timol, provoca la entrada de protones y el escape de iones potasio, la disminucion del
gradiente de pH, el incremento del gasto de ATP vy, finalmente, la muerte celular del patégeno
Bacillus cereus.
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La estructura quimica de los compuestos de los aceites esenciales determina el mecanismo
de accion y la capacidad antimicrobiana. Algunos estudios han confirmado la importancia del
grupo hidroxilo y su localizacion en la estructura fendlica para obtener una mayor capacidad
antimicrobiana Dorman y Deans (2000); Ultee et al. (2002). Asi, los fenoles timol y carvacrol,
seguidos por el eugenol, fueron los compuestos con mayor actividad antifingica. Balasundram et
al (2005), también demostraron la importancia de la posicion del grupo funcional en el anillo
aromatico de los compuestos, estudiando la capacidad antifungica de 22 compuestos de aceites
esenciales, 14 de ellos compuestos fendlicos. EI mecanismo de toxicidad fendlica frente a los
hongos se basa en la inhibicidn de enzimas fangicos, posiblemente a través de reacciones con un
grupo sufidrilo o a través de interacciones no especificas con proteinas (Cowan, 1999). Dorman y
Deans (2000) también observaron que el carvacrol y el timol actuaban de forma diferente frente a
especies bacterias Gram negativas y positivas.

1.11  Metabolitos secundarios en Citrus sp.

Las plantas del género Citrus han sido muy estudiadas para el control de microorganismos,
encontrando que inhiben el crecimiento de varias especies de hongos Viuda et al (2008). Esto
se debe a que producen varios metabolitos secundarios en los frutos y hojas, incluyendo
alcaloides, terpenos, fenoles, flavonoides, taninos y saponinas Kuate et al (2006).

Citricos comunes como la naranja (Citrus sinensis), la toronja (Citrus maxima) y la
mandarina (Citrus reticulata), tienen una gran cantidad de metabolitos secundarios en la
cascara y en las semillas, los cuales tienen actividad antifangica Okwu et al (2007). Un
ejemplo son las flavonas metoxiladas, casi exclusivas de los citricos, como son la nobiletina,
sinensetina, tangeretina, quercetogetina y heptametoxiflavona, las cuales son mas efectivas
como sustancias antifingicas que los demas flavonoides presentes en la céascara de los
citricos. Esto se debe a que las flavonas metoxiladas no presentan glicosilaciones y tienen el
grupo metoxilo en su estructura. Todos estos compuestos hacen que los citricos tengan un
gran potencial como fuente metabolitos secundarios para usarlos por la industria agropecuaria
en el desarrollo de biopesticidas (Lu, Zhang, Bucheli, & Wei, 2006).

1.12  Citrus paradisi.
1.12.1 Clasificacion sistematica

La muestra vegetal fue clasificada en el Museo de Historia Natural de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, teniendo la siguiente clasificacion taxonémica, segun el
Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988).

Division: MAGNOLIOPHYTA

Clase: MAGNOLIOPSIDA

Subclase: ROSIDAE

Orden: SAPINDALES

Familia: RUTACEAE

Género: Citrus

Especie: Citrus x paradisi Macfad.

Nombre vulgar: “toronja”. (Padron & Rocha, 2007)
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1.12.2

1.12.3

1.12.4

1.125

1.12.6

Descripcion y caracteristicas morfolégicas.

Citrus paradisi es un arbol cuyo tronco es corto y de copa compacta, brotes color purpura
y pocas espinas. Las hojas son de tamafo intermedio, algo vellosas, con alas grandes,
nervios muy marcados y olor tipico. Las flores son grandes y color verdoso, tiene
estambres reducidos. El fruto es un hesperidio de forma globular achatada de color
amarillo claro y de grandes dimensiones, puede alcanzar un diametro de 15 cm a 20 cm.
Consta de exocarpo (flavedo: presenta vesiculas que contienen aceites esenciales),
mesocarpio (albedo: pomposo y de color blanco) grueso y endocarpo (pulpa: presenta
tricomas con jugo) blanco, rosa o rojo (Macias, 2014).

Distribucion y habitat.

El género Citrus tuvo su centro de origen en los tropicos y subtropicos del este de Asia y
del Archipiélago Indomalayo (China, Butan, Burma y Malasia), lugares en los cuales su
cultivo comenzo hace miles de afios. En el siglo XV1, desde Espafia se trajeron citricos al
Perd, donde se inici6 su cultivo en el valle del Rimac y valles més al norte. En el Per(, se
distribuye en la Costa y Selva Central del pais, puede encontrarse en departamentos como
Icay Lima (UNI, 2010).

Uso y propiedades.

Es utilizada como ingrediente de cosmeéticos, jabones y detergentes; de la céscara se
extrae aceites esenciales muy utilizados en la perfumeria; ademas de ser considerado un
insecticida idoneo Gupta et al (2011).

Se le atribuye propiedades antibacterianas, antifungicas, antiinflamatorias, antioxidantes,
antivirales, astringentes y conservantes. La toronja también ha sido utilizada en la
prevencion del cancer, regeneracion celular, reduccién del colesterol, desintoxicacion,
mantenimiento de la salud del corazén, lupus, nefritis, artritis reumatoide y pérdida de
peso.

Los citricos son plantas que han sido muy estudiadas, razén por la cual se han empleado
para fabricar varios productos comerciales como el extracto de semilla de pomelo o
toronja (GSE) elaborado a partir de Citrus paradisi Viuda et al (2008).

Citrus reticulata.

Clasificacion sistematica

Son arboles pequefios, hojas unifoliadas, peciolos con pequefias alas y articulados con la
vaina de la hoja; las flores son de color blanca, simples y ubicadas en las axilas de las
hojas, ovario generalmente de 10 a 14 partes; el fruto es un tipo especial de baya
(hesperidio), las semillas pueden ser monoembrionicas y poliembridnicas; la raiz
pivotante con muchas raices secundarias.

Reino: PLANTAE
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Division: MAGNOLIOPHYTA
Clase: MAGNOLIOPSIDA

Orden: SAPINDALES

Familia: RUTACEAE, CITROIDEAE
Tribu: Citreae

Género: Citrus

Especie: C. reticulata (Caceres, 1996).

1.12.7 Habitat.

Nativos del sudeste asiatico; ampliamente cultivado en forma comercial en los trépicos y
subtrépicos de ambos hemisferios.

1.12.8 Usoy propiedades.

Citrus reticulata se han reportado que poseen caracteristicas antifingicas, antimicrobianas
y fitoterapéuticas, las cuales le hacen una especie promisoria para su uso en actividades
farmacéuticas, control de plagas en el sector agricola y la preservacion de los alimentos
para evitar la proliferacion de microorganismos causantes de enfermedades (Carrillo,
1999).

Estudios antibacterianos demuestran que el aceite esencial de mandarina es activo contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa,
Helicobacter pilori y Salmonella. El aceite esencial de hojas tiene actividad fungicida
contra Colletotrichum acutatum causante de la caida prematura del fruto. Estudios
farmacoldgicos demuestran que la decoccién del fruto tiene actividad antihemorragica
sobre el sistema gastrointestinal, muestra efecto de relajacion sobre el Utero de rata y
efecto espasmolitico de ileon de cobayo (Caceres, 1996).

1.13 Condiciones Optimas para desarrollar la capacidad antibacteriana de los aceites
esenciales y sus compuestos

La propiedad antimicrobiana de los aceites esenciales pueden potenciarse si las
condiciones del medio son adecuadas para que el mecanismo de accion pueda actuar.

La capacidad antibacteriana del aceite de tomillo y del timol era mayor a pH 5.5 comparada con
la actividad del aceite a un pH 6.5. Parece ser que a un pH bajo, la molécula de timol esta
mayoritariamente no disociada, por lo tanto es mas hidrofébica, y puede unirse mejor a las
regiones hidrofébicas de las proteinas de membrana y disolverse mejor en la fase lipidica de la
membrana bacteriana. Sin embargo, esta caracteristica afectaria negativamente a su actividad
frente a bacterias Gram negativas...

La efectividad de los aceites esenciales no sélo se ve modificada por la presencia de
oxigeno o el pH del medio, sino que también depende de la temperatura. Algunos aceites
esenciales pierden su capacidad antimicrobiana a temperaturas de refrigeracion. Se cree que la
temperatura no permite la penetracion del aceite en la célula bacteriana, aunque el aceite de
tomillo mantiene su capacidad de inhibicion del crecimiento bacteriano a 4°C (Smith, Stewart, &
Fyfe, 1998).
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1.14  Aspectos legales del uso de los aceites esenciales y sus compuestos

La mayoria de los aceites esenciales y sus compuestos se clasifican como aditivos
alimentarios GRAS (Generally Recognized As Safe; 21 CFR 182). En Estados Unidos, la
Agencia Norteamericana para la regulacién de Alimentos y Farmacos (Food and Drug
Administration, FDA) (FDA, 2017) posee una lista de sustancias (Everything Added to Food in
US, EAFUS; donde aparecen las sustancias GRAS, consideradas como sustancias seguras.

Estos aceites esenciales y sus compuestos estan registrados por la Comision Europea
como saborizantes en alimentacion. Los saborizantes registrados no presentan ningln riesgo para
la salud del consumidor, y entre ellos podemos encontrar al timol, carvacrol, eugenol, limoneno,
mentol, cinamaldehido, carvone y p-cymene Burt et al (2004).

Ademas, existen asociaciones como la Federacion Europea de Aceites Esenciales
(European Federation of Esential Oils, EFEQO) (2017), creada en Junio del 2002 por asociaciones
nacionales de paises europeos (entre ellos Espafia) que representa a compafiias relacionadas con
la produccién y comercializacion de aceites esenciales y sus materias primas, con el objetivo de
informar, proteger y promover la produccion de los aceites esenciales.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de dos productos naturales a base de extractos de citricos como
alternativa de reemplazo del triclosan en jabones antibacteriales.

2.2.  Objetivos Especificos
Determinar la minima concentracién inhibitoria y estabilidad para los extractos citricos y
triclosan frente a los microrganismos E.coli, B.cereus, S. aureus, P.aeruginosa Candida sp y

A.niger.

Comparar la accion bactericida de los extractos citricos y triclosan mediante las técnicas
de Kelsey Maurer y Kirby-Bauer frente a los microorganismos evaluados.

Valorar la efectividad antibacterial del jabdn con extractos citricos contra el triclosan en
manos del personal que labora en Protécnica Ingenieria mediante 5 analisis microbianos.
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3. METODOLOGIA
3.1.  Disefio de la investigacion

Se realizé el trabajo de tipo experimental, para el analisis del lavado de manos se uso el
analisis estadistico MANOVA ya que, para los resultados del experimento se midio la efectividad
de las bacterias (S.aureus, E. coli, Aerobios Mesofilos y Mohos-levaduras.), teniendo en cuenta
los factores de tipo de &rea (A1, A2, A3) y el Jabon con el activo antimicrobiano (P1, P2, P3). El
factor Area indica que es estadisticamente significativo tan solo con la prueba Lawley-Hotelling,
con un nivel de confianza del 95%, en la medicion de los microorganismos (S.aureus, E.coli,
Aerobios Mesdfilos, Mohos y levaduras), del mismo modo se hace para el factor Producto.

3.2.  Poblacién de estudio y muestra

La poblacion objeto de este estudio fueron 27 personas que se encontraban en tres areas
diferentes de la compafiia (Administrativa, laboratorios y operativa).

El presente trabajo de grado fue realizado en el Laboratorio de Microbiologia de Protécnica
ingenieria, Arroyohondo — Yumbo, Valle del Cauca.

3.3.  Microorganismos

Los microorganismos empleados en cada una de las técnicas provienen de cultivos
liofilizados (Lyfocults) reconocidos por las colecciones de la American Type Culture Collection
(ATCC) organizacion privada sin animo de lucro dedicada a la recoleccion, conservacion y
distribucion de los cultivos auténticos de microorganismos existentes, virus, DNA, plantas,
células de animales y el hombre.

Los cultivos fueron transferidos a cajas de Petri con agar nutritivo para ser preservadas.
La conservacién consistia en repiques mensuales a un agar nutritivo (Agar tripticasa de soya
TSA, BD).

Cuadro 2. La identificacion de los microorganismos se confirmé mediante coloracion de Gram,
y siembra en agares selectivos.

MICROORGANISMO MORFOLOGIA MORFOLOGIA
MACROSCOPICA MICROSCOPICA

Bacillus cereus
13061

Colonias en medio Plate Count, | Bacilos Gram positivos,
grandes, de borde irregular, | esporulados.
color crema.
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MICROORGANISMO

MORFOLOGIA
MACROSCOPICA

MORFOLOGIA

Escherichia coli
25922

Colonias en agar EMB (Eosina
y azul de metileno) tienen de 2
a 4mm de diametro, un centro
grande de color oscuro negro y
tienen brillo verde metalico a
luz reflejada.

Pseudomona aeruginosa
9027

MICROSCOPICA

A 1

Objetivo: 100X

Bacilo Gram negativa, no forma
esporas, moviles  (flagelos
peritricos).

Colonias en agar cetrimide son
grandes, rugosas, mucoides de
color Amarillo a verdoso.

Sthapylococcus aureus
25923

Objetivo: 100X
Bacilo curvo Gram negativa,
aislado o en parejas poseen un

=

Colonias  lisas, levemente
elevadas, de bordes enteros,
pigmentadas de color negro por
el medio Baird Parker por la
capacidad de reducir el telurito
a telurio y detector la
lecitinasa.

solo flagelo. No forma esporas.

g

Objetivo: 100X

Cocos Gram positivos, tienden
a agruparse en racimos. Tienen
una forma esférica.

Aspergillus niger
9448

2

‘~0-
Hongo filamentoso, colonias de
color blanco — amarillento en
medio CGA y con abundantes
puntos negros. El reverse se
observe de color crema.

.

Objetivo: 40X

Micelio septado, hialino,
presenta cabezas aspergialares,
con conidios redondos
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MORFOLOGIA
MICROSCOPICA
equinulados y negros. El

idi 0ro es largo.

MORFOLOGIA
MACROSCOPICA

MICROORGANISMO

Candida sp
44112

g h ez : 6%
Colonias lisas en medio CGA, | Objetivo 40X
opacas de color blanco a beige, | Blastoconidiass de diferentes
con borde irregular. tamanos, redondas y gemantes.

Cuadro 2. (Continuacién) La identificacion de los microorganismos se confirmé mediante
coloracién de Gram, y siembra en agares selectivos.

Fuente: Elaboracién propia

Cuadro 3. Caracteristicas de los productos a evaluar.

.P _roplec,jaqles Extracto 1 Extracto 2 Triclosan
fisicoquimicas
Aceites esenciales de Phenol5-
Ingrediente Citrus parasidi y CItrus | . o000 citricos chloro-2-
acgivo reticulata. Acido écigos organicos ) (2.4-
ascorbico y  &cido g clichloroph
citrico. enoxy)
Apariencia Liquido viscoso Liquido translucido PQIVO.
cristalino
Color Verde translicido Incoloro Blanco  a
crema
Olor Caracteristico a citrico | Ligeramente picante L'ge“””f‘?“t
e aromatico
Densidad No
(g/em?) 1.13-1.17 0.99-1.01 disponible
. No
pH directo 1.5-20 29-3.1 disponible
Solubilidad en Totalmente soluble Totalmente soluble 100 Mo/l a
agua 20°C
Proquem
: . . USA.
Casa comercial | Privado Privado Eabricador:
China.

Fuente: Elaboracion propia con base en la informacion contenida en las Fichas técnicas de los
productos (documento interno)
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3.4. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria CMI y su estabilidad en el
tiempo de cada uno de los productos a evaluar (instructivo cédigo i-mb-6, basado en NTC
2455. Desinfectantes)

3.4.1. Preparacion del inéculo.
Todos los microorganismos fueron sometidos a crecimiento en caldo nutritivo por 24
horas a 37 °C — 25°C.

Se tomaron las placas con suspensién de microorganismos sembrados y se transfirieron a
tubos tapa rosca con solucién salina al 0.8%, y se comparo la escala de MacFarland 0.5.

3.4.2. Acondicionamiento de los jabones con los activos puros.
El area de aplicaciones y cosméticos de la compafiia aportd un jabdn base traslucido, (ver
Anexo 13), se colocaron 4 recipientes de plasticos, debidamente marcados, se adiciondé 300 ml
del jabdn base, y los activos antimicrobianos a evaluar.

Los 4 recipientes con el jabdn y el activo fueron los que se utilizaron para la estabilidad
en la camara, a 40° C, del laboratorio de aplicaciones y cosméticos. (Ver Anexo 2).

3.4.3. Preparacion de la muestra.

Se coloc6 una fila de 8 tubos en una gradilla y en cada tubo se adicion6 2 ml del caldo
nutritivo, y en el primer tubo se dispensaron 2.0 ml del jabén a analizar la cual equivale a un
50%, tomada de la concentracion inicial, y a partir de este se transfiri6 2 ml al segundo tubo de
forma consecutiva para los otros. Este procedimiento se realiz para los tres jabones.

Se inoculé cada tubo de la fila (8 tubos) con 0.1 ml del in6culo bacteriano de los
microorganismos preparados a una concentracion de 0.5 de la escala de Macfarland.

3.4.4. Calculos.

La concentracion minima inhibitoria se expreso en partes por millon y el resultado se
reportd tomando el tubo inmediatamente posterior al cual hubo crecimiento de microorganismos
(realizando la lectura de derecha a izquierda).

3.4.5. Determinacion de la Concentracion minima bactericida CMB.
En cajas divididas en 4, se sembraron en medio Plate Count para bacterias y CGA para hongo los
tubos que no se evidencié turbidez, para verificar si hay ain viabilidad de los microorganismos a
evaluar.

3.5.  Prueba para determinacién de tiempo de contacto método de kelsey maurer
(instructivo codigo i-mb-6, basado en ntc 5473. desinfectantes)

3.5.1. Suspension bacteriana.
Se prepar6 una suspension de cada una de las cepas a evaluar, en solucion salina estéril
(0.8%) hasta la obtencion una turbidez igual a la del tubo No. 0.5 de la escala de MacFarland.

3.5.2. Determinacion de la viabilidad.
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Este procedimiento se utilizo para verificar la viabilidad de la cepa en estudio y conocer el
recuento de UFC en el inoculo. Se prepard 6 diluciones en serie 1/10, con una suspension
bacteriana, utilizando como diluyente agua solucién salina (8%). Luego, se sembré 1 ml de la
dilucion a analizar, por el método de profundidad y se vertié 15 ml de agar plate count a una
temperatura de 45 °C, las cajas se mezclaron con movimientos de rotacion en forma de ocho y
una vez solidificado el agar, se incubo a 37°C por 24 horas. Finalmente se realizé recuento de
colonias y al resultado se multiplico por el factor de dilucién, lo que corresponde al indculo
bacteriano real.

Cuadro 4. Concentracion inicial de los microorganismos a evaluar.

Microorganismos UF1C/mI 3 7
10 10 10

B. cereus >1600 >1600 1,1E+07
S. aureus >1600 >1600 1,4E+07
P.aeruginosa >1600 >1600 5,0E+07
E.coli >1600 >1600 1,3E+07
Mohos y

Levaduras >1600 >1600 1,3E+07

Fuente: Elaboracion propia

3.5.3. Determinacion de tiempo de contacto.

Para evaluar la efectividad de los activos se utilizaron las cantidades estandares: Extracto
1 (0.5%), Extracto 2 (0.5%), Triclosén (0.3%). En un recipiente estéril se colocaron 9 ml de cada
uno de los activos y 1.0 ml de suspensién bacteriana, se dejaron actuar durante 30, 60, y 90
segundos. Después de los tiempos de exposicion se realizaron 3 diluciones en base 10 y se
sembrd por placa invertida para verificar la accién de los activos y calcular las unidades
formadoras de colonias/ml teniendo en cuenta el factor de dilucidn; este proceso confirmé a que
tiempo de exposicion se destruyen completamente los microorganismos, o se impide el
crecimiento microbiano (ver Anexo 3).

3.5.4. Preparacion de los activos antimicrobianos
Para realizar el estudio de los activos antimicrobianos extracto 1, 2 y triclosan se
prepararon cantidades patrones para ser utilizadas en los procedimientos, como activo puro,

adicion en el jabon de estabilidad y lavado de manos.

Cuadro 5. Concentraciones de activos antimicrobianos estdndares para el estudio.

Activo Concentraciones
Extracto 1 | 0.5 % de extracto en 99.5 ml Agua estéril.
Extracto 2 | 0.5% de extracto en 99.5ml Agua estéril.
0.3% de Triclosan en 60/40 Propenglicol/ Agua
Triclosan | estéril, 99.7 ml de la solucion.

Fuente:
Elaboracion propia
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3.5.5. Determinacion de la efectividad.

Para recolectar la informacion se emplearon los parametros establecidos por la norma
técnica colombiana 5473 a partir de la cual se tuvo en cuenta los procedimientos experimentales
para la determinacion de la actividad bactericida de los activos empleados.

Al menos una concentracion debe demostrar un LOG R > 5 y al menos una concentracion
debe demostrar un LOG R <5.

3.6.  Tecnica de susceptibilidad por disco en agar (Kirby-Bauer)

3.6.1. Preparacion del inéculo.

Se tomaron inéculos de cada uno de los microorganismos de medios de cultivos no
mayores a 24 horas, que se obtuvieron del aislamiento primario.
Se prepararon suspensiones de 9 ml de cada uno de los microorganismos en solucién salina
estéril teniendo en cuenta una concentracion de 1 x10® UFC/mL la cual es equivalente al patrén
0.5 de la escala de McFarland (USP, 2014).

Para la preparacion de las cantidades de los activos se utiliz6 agua purificada y recipientes
estériles

3.6.2. Preparacion de los discos.

Se prepararon los discos de papel filtro (Whatman No. 2) de 6mm de didmetro y se
impregnaron con 8ul de activo a evaluar. Para cada activo se evaluaron cinco concentraciones las
cuales correspondieron al 50%, 75%, 100% 125% y 150% de la MIC.

3.6.3. Siembra de la muestra.

Se sumergio un aplicador de algodon estéril, dentro de la suspension del cultivo. El
aplicador se coloco por encima del nivel del contenido del tubo y se froto contra las paredes del
mismo para remover el exceso del indculo. El inoculo se sembr6é uniformemente sobre la
superficie del medio PCA y CGA con el aplicador. Se realiz6 esta siembra en tres direcciones. Se
dejo que la superficie del medio sembrado se secara durante 10 minutos, manteniendo la caja con
la tapa cerrada.

Se colocaron los discos sobre la superficie del agar con pinzas estériles; con estas, se
presionaron los discos ligeramente sobre el agar para asegurar un contacto uniforme. Los discos
se colocaron dejando entre disco y disco un espacio uniforme; para evitar que las zonas de
inhibicion quedaran imbricadas. Se llevaron a incubar las cajas inmediatamente a 35°C y 25° C
(ver Anexo 4). La lectura de las cajas se realiz6 después de 24 horas de incubacién.

Pasado el tiempo de incubacion se midieron las zonas de inhibicion de cada disco contra
una superficie oscura bajo luz reflejada, por la complejidad de algunos halos. Medimos el
diametro de la zona incluyendo los 6mm del disco, con una regla sobre el respaldo de la caja Petri
sin remover la tapa. La lectura de 6mm indica que no hay zona de inhibicion. Se midié cada halo
formado tomando el didmetro total menos el diametro del disco.
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3.7.  Valoracion de las condiciones higiénicas de las manos del personal de diferentes
areas de la companiia. (Villalobos & Mendoza, 2015)

3.7.1 Seleccién de los participantes del estudio. Segun el decreto 8430 de 1993 de
Ministerio de Salud. Capitulo Il De investigacion Farmacologica.
Existen diferentes factores que influyen sobre el tipo de flora microbiana que puede estar
presente en las manos, tales como el area donde se desarrollan las actividades diarias, el
tipo de actividad que se realiza, la frecuencia en el lavado de las manos, etc.
Teniendo en cuenta lo anterior se considerd la inclusién de personal en tres areas
diferentes de la compafiia (4rea administrativa, laboratorios y produccién), en todos los
casos los voluntarios debian cumplir con los siguientes criterios:
3.7.2 Criterios de inclusion:

e Sexo indiferente

e Edades que oscilan entre 18-50 afios

e No presentar ningan tipo de heridas, irritacion, infeccion o descamacién en las

manos.
e No presentar ningln tipo de alergia conocida a los componentes tipicos de una
formulacién de jabdn antibacterial.

e Afiliacion a EPS
3.7.3 Criterios de exclusion:

e Presencia de cualquier enfermedad o patologia cutanea en las manos

e Alergia a algunos de los componentes del producto en estudio

e Tener un tratamiento topico para combatir problemas dermatoldgicos en las manos
3.7.4 Cantidad de voluntarios y Convocatoria
Con el fin de poder realizar un analisis estadistico, se considerd realizar la evaluacién de
cada activo antimicrobiano sobre 3 voluntarios por cada area de la compafiia, lo cual
corresponde a 9 voluntarios por activo evaluado para un total de 27 voluntarios.

Nota: Cada voluntario fue informado sobre los objetivos del estudio, la metodologia y
consentimiento. (Ver Anexo 17).

3.7.1. Microorganismos a evaluar.

Se utilizaron para el aislamiento de microrganismos totales; placas con agar PCA; placas
con agar BP para el aislamiento e identificacion presuntiva de S. aureus; placas con agar EMB
para aislamiento de coliformes totales y fecales y placas con agar CGA para aislamiento de
mohos y levadura.

3.7.2. Técnica de lavado de manos.

Se instruy0 a los participantes tanto verbalmente como con el apoyo de un diagrama sobre
la técnica social del lavado de manos, segun la Word Health Organization 2009 (ver Anexo 5),
que se describe brevemente a continuacion. Antes de que se iniciara el lavado de manos, el
personal se retird de manos y mufiecas, todos los articulos de joyeria y se realizo el siguiente
procedimiento: 0. Se abri6 la llave del agua y se humedecieron las manos; 1. Se Aplicé en las
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palmas de la manos 2 ml del jabon antibacterial cubriendo la superficie de las manos; 2.
Friccionaron sus palmas de las manos entre si; 3. Frotaron las palma de la mano derecha contra el
dorso de la izquierda entrelazando los dedos y viceversa; 4. Frotaron las palmas de las manos
entre si, con los dedos entrelazados; 5. Frotaron el dorso de los dedos de una mano con la palma
de la mano opuesta, agarrandose los dedos; 6. Frotaron con un movimiento de rotacion el pulgar
izquierdo atrapandolo con la palma de la mano derecha y viceversa; 7. Frotaron la punta de los
dedos de la mano derecha contra la palma de la mano izquierda, haciendo un movimiento de
rotacion, y viceversa; 8. Se enjuagaron las manos con agua; 9. Secaron con una toalla de un solo
uso; 10. Se sirvieron de la toalla para cerrar el grifo.

3.8 Meétodo del hisopado.
El procedimiento se aplicd a 9 personas elegidas en las diferentes areas de la compaiiia,
entre quienes habia personas diestras y zurdas, cuyas manos no estuviesen visiblemente sucias y
gue no hubiesen sido sometidas a un procedimiento de limpieza (lavado u aplicacion de un
antiséptico). Posteriormente, con la técnica de contacto directo y recuento en placa se hizo rodar
un hisopo estéril humedecido con soluciédn salina al 0.1%, en movimientos horizontales por toda
la superficie de la palma seguido por movimientos verticales a lo largo de los dedos y contorno
de la mano y finalmente alrededor de las ufias. Las muestras recolectadas se transfirieron a tubos
con solucion salina estéril, para la cuantificacion directa y por dilucion, respectivamente (Burton
& Wilcke, 2001) (ver Anexo 6).

El porcentaje de efectividad se calcul6 asi:
% de efectividad =
UFC Antes - UFC Después / UFC Antes *100

3.9 Toma de muestra patron.

Inicialmente se realizé una prueba de funcionalidad, con el objeto de determinar si los
productos a evaluar, es capaz de disminuir la carga microbiana presente en las manos de las
personas, segun la metodologia descrita en Pouch, la mano derecha sera consideré como la mano
control (se muestre6 antes de aplicar el tratamiento), y la mano izquierda sera la mano de prueba.
Se realiz6 con el jabdn liquido (sin activo), jabon liquido (extracto) y jabon liquido (triclosan),
con esto se determind la diferencia de cada uno de los tres jabones, en la disminucion del conteo
inicial de bacterias presentes en las manos (Pouch, 2001).

3.9.1 Evaluacion cuantitativa de la carga bacteriana en la superficie de la palma de
la mano.

El hisopo con la muestra obtenida se colocaron en un tubo con 9mL de solucion salina
estéril, se mezclaron utilizando el vortex por 2min. Se realizaron 5 diluciones seriadas en base 10,
para el control y 3 diluciones seriadas para el muestreo posterior al lavado de manos, se
inocularon las diferentes diluciones en la superficie de los medios de cultivo, utilizando perlas de
vidrio para dispersar la muestra en toda la superficie del agar. Las placas inoculadas se incubaron
a 36°C por 24 h'y a 25 °C por 72 horas mohos y levaduras.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion de la efectividad de los activos en los jabones a través del
tiempo mediante las técnicas concentracion minima inhibitoria (CMI) y minima
concentracién bactericida (CMB).

En los resultados de esta prueba, la actividad antimicrobiana se aprecié determinando la
cantidad mas pequefia del agente antimicrobiano que se necesito para inhibir el crecimiento de
los microorganismos habiendo transcurrido 90 dias de estabilidad de los jabones antibacteriales
con cada uno de los activos. Para los extractos 1 y 2, se trabajé a una concentracién de 0.5 % de
activos y para el triclosan 0.3%, en los jabones antibacteriales, ya que para definir esta dosis, se
tomaron datos de las CMI, anteriores realizadas con los activos puros. (Ver Anexo

En la figura 4, se evidencia el comportamiento del microorganismo S. aureus frente a los
jabones en estabilidad, arrojandonos que el triclosan desde el tiempo 0, necesita concentraciones
mayores a 51419 ppm, con respecto a los extractos 1y 2.

CMI & CMB de los jabones antibacteriales frente a S. aureus.
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Figura 4. Minima concentracion inhibitoria y minima concentracion bactericida de los jabones
con activos antibacteriales en estabilidad.
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A media que transcurre el tiempo se puede observar que el triclosan supera los 500000
ppm, de la MIC, asi mismo estudios de Suller and Russell (2000).

Como lo muestra la figura 5, el activo que logro estabilidad en el tiempo fue el Extracto 2,
ya que no superd los 52000 ppm, para inhibir el crecimiento y obtener un efecto bactericida
menores a los 12000 ppm. Con respecto al Extracto 1, que al cabo de los 60 dias, fue perdiendo
su accion inhibitoria y bactericida.

CMI & CMB de los jabones antibacteriales frente a B. cereus.
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Figura 5. Minima concentracion inhibitoria y minima concentracion bactericida de los jabones
con activos antibacteriales en estabilidad.

Con las concentraciones evaluadas de los activos antimicrobianos, se observé (Figura 5)
que nuevamente triclosan pierde su efectividad a medida que transcurre el tiempo, en este caso
contra B.cereus, perdiendo estabilidad en el dia 75 requiriendo mayores concentraciones a
500000 ppm superando el valor de la CMI.

El extracto 2, no superé los 25000 ppm de concentracion, siendo efectivo tanto en la
inhibicién como en la bactericida ya que no fue mayor a los 150000 ppm, forma precisa de matar
el microorganismo. El extracto 1, va aumentando su concentracion inhibitoria a los 60 dias,
siendo aun asi mejor que el triclosan, ya que se ha demostrado particular actividad contra
bacterias Gram positivas (Vischer & Regos, 2005).

43



CMI & CMB de los jabones antibacteriales frente a E. coli.
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Figura 6. Minima concentracion inhibitoria y minima concentracion bactericida de los jabones
con activos antibacteriales en estabilidad.

La inhibicién frente a E. coli, que requiri6 mayor concentracion inhibitoria para este caso
fue el Extracto 1, donde a los 60 dias supero los 500000 ppm, perdiendo su efecto bactericida en
relacion la concentracion utilizada.

El triclosan, para este caso fue estable a medida del tiempo no superd los 250000 ppm,
como potencial inhibitorio ya que con respecto a la concentracion bactericida, al cabo de los 90
dias supero la concentracion de la CIM, en trabajo.

Con respecto a los anteriores el Extracto 2, sigue estable con respecto al tiempo, ya que su
concentracion inhibitoria se mantuvo en 107980 ppm Yy su efecto bactericida no mayor a 350000

ppm.

Las bacterias Gram negativas por lo general son mas resistentes a los antisépticos y
desinfectantes que las Gram positivas. Se han hecho estudios donde se midieron las
concentraciones minimas inhibitorias (CIM) que presentan tanto las Gram positivas como las
Gram negativas, y se establecié que hay diferencias marcadas entre S.aureus y E. coli a los
compuestos de amonio cuaternario (CAC), hexaclorofeno, diamidinas y triclosan, pero poca
diferencia en la susceptibilidad a la clorhexidina (Cabrera & Gomez, 2007).
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CMI & CMB de los jabones antibacteriales frente a

P.aeruginosa
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Figura 7. Minima concentracion inhibitoria y minima concentracion bactericida de los jabones
con activos antibacteriales en estabilidad.

Con respecto a la estabilidad de la P.aeruginosa, los jabones con activos de triclosan
como de extracto 1, hasta los 75 dias mantuvieron su capacidad inhibitoria de 226757 ppm,
perdiendo su efecto inhibitorio el extracto 1 con 476190 ppm, aun asi no saliendo del rango de la
cantidad utilizada en la CMI.

Con respecto a las bacterias evaluadas en la estabilidad de los activos en los jabones
antibacteriales, el extracto 2, permanece su actividad antimicrobiana durante los dias
transcurridos en un rango no superior a 107980 ppm y 226757 ppm.

A pesar del contenido de cationes como el magnesio, que tiene P.aeruginosa, produce
enlaces estables entre moléculas de LPS y como complemento a este mecanismo, esta bacteria
presenta porinas pequefias que impiden el paso por difusion de ciertas sustancias (Cabrera &
Gomez, 2007), el comportamiento de esta bacterias frente a los activos no supero la cantidad de
la CMI, con respecto a E. coli que es Gram negativa.
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CMI & CMB de los jabones antibacteriales frente a Candida sp
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Figura 8. Minima concentracion inhibitoria y minima concentracion bactericida de los jabones
con activos antibacteriales en estabilidad.

Como se puede apreciar en la figura 8, la estabilidad de los jabones antibacteriales frente a
Céandida sp, el triclosan desde el tiempo 0, necesito concentraciones superiores de 226757 ppm,
con respecto a los extractos 1 y 2 que fueron de 107980 y 51419, confirmandonos que el extracto
2, necesita menor cantidad de activo para obtener un efecto inhibitorio.

Con respecto a la concentracién fungicida, tanto el extracto 1 y 2, fueron constantes

durante los 45 dias de estabilidad, en comparacion con el triclosan que supero los rangos de
efectividad. Al cabo de los 90 dias, el extracto 1, perdi6 su efecto inhibitorio y bactericida.
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CMI & CMB de los jabones antibacteriales frente a A.niger
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Figura 9. Minima concentracion inhibitoria y minima concentracion bactericida de los jabones
con activos antibacteriales en estabilidad.

El comportamiento de los extractos citricos 1 y 2 durante la estabilidad de los jabones
frente a A.niger como se observa en la figura 9, disminuyeron su capacidad inhibitoria en relacién
al triclosan, ya que se puede observar que a los 60 dias de estabilidad, el extracto 1 venia de una
concentracion menor a 200 ppm, donde junto con el extracto 2 alcanzaron concentraciones de
107980 ppm, rango que alcanzo el triclosan al cabo de los 90 dias de estabilidad.

Con respecto la minima concentracion bactericida, el triclosan fue relevante ya que en
relacién con la CMI, no superd los 107980 ppm de concentracion, en cambio el extracto 2, su
funcionalidad frente a mohos necesitd 226757 ppm y 118777 ppm por encima del extracto 1.

Los hongos son generalmente mas resistentes que las levaduras y considerablemente mas
resistentes que las bacterias no esporuladas. Aunque las esporas de los hongos son menos
resistentes que las esporas bacterianas a los agentes biocidas. Estos organismos tienen dos
mecanismos de resistencia, el primero es una resistencia intrinseca y el segundo una resistencia
adquirida.

En la resistencia intrinseca la célula presenta una barrera para reducir la entrada de un agente
antimicrobiano. También la edad de los cultivos influencia la resistencia a la sensibilidad hacia
los desinfectantes, ya que la pared celular es mucho menos sensible en fase estacionaria que en
fase logaritmica.
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4.1. Comparacion de la accion bactericida de los extractos citricos y Triclosdn mediante
las técnicas de Kelsey Maurer y Kirby-Bauer frente a los microorganismos evaluados.

4.2.1 Tiempo de contacto de los activos puros antimicrobianos, mediante el Método de
Kelsey Maurer (Instructivo cédigo I-MB-6, Basado en NTC 5473)

Para esta prueba se evaluaron variables como tiempo de contacto, concentracion de los
activos puros y cepas microbianas.

Las condiciones experimentales establecidas por la norma NTC 5473 de 2007, se
modificaron, en el tiempo de contacto para cada uno de los activos, fueron de 30 sg, 60 sg y 90 sg
ya que para el uso del producto en planta es de 30 sg, segun el promedio de lo que se demora una
persona en el lavado de manos.

Para preparar la suspensiones de los microorganismos a analizar: B.cereus ATTC 13061
P. aeruginosa ATTC 9027 S. aureus ATTC 25923 E.coli ATTC 25922 Céndida sp. ATTC
44112 A. niger ATTC 944, se siguid el procedimiento a partir del patrén de McFarland, al
realizar el recuento de cada uno de los tubos que contenia los microorganismos, este arrojo ufc de
(107). Se verificd la viabilidad lo que permiti6 trabajar con esta suspension y elaborar a partir de
esta, la prueba. Tabla 4.

En otros estudios como el realizado por Espigares et al (2003), se recomienda ajustar
espectrofotométricamente la densidad de las suspensiones bacterianas a 620 nm de longitud de
onda, para obtener una absorbancia de 0.2 a 0.3 para bacilos Gramnegativos y de 0.3 a 0.4 para
cocos Gram positivos, lo cual puede ser util al momento de preparar una suspension con un
recuento comprendido entre 1 y 3x10® UFC/m. La cual no se realiz6 por falta de equipos.

La dilucién de neutralizacion implico el enfrentamiento de la suspension bacteriana y el
activo bajo condiciones estandar. En este estudio se utilizé caldo Letheen que es un medio
altamente nutritivo compuesto por lecitina y tween 80, capaz de neutralizar o inhibir la accién de
los componentes activos de los extractos y el triclosan.

En el ensayo se trabajaron tres réplicas de cada tiempo, y diluciones hasta 10° a la vez
con el fin de obtener bajo las mismas circunstancias de ensayo resultados precisos. Los resultados
de los recuentos de las ufc/ ml de cada uno de los medios especificos en la prueba se consignan
en el Anexo 4.

Todas las cepas evaluadas presentaron crecimiento en los tiempos implementados. El

triclosan fue el activo que presentd mayor reduccion logaritmica en comparacion con los
extractos 1y 2 (ver Figura 10).
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Reduccion en U. Log en diferentes tiempos de
contacto (Kelsey Maurer)
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Figura 10. Determinacion de la actividad bactericida de los activos antimicrobianos.
Representadas en la reduccién de unidades logaritmicas que presentd cada microorganismo.

El comportamiento de cada cepa fue diferente, para mohos y levaduras al cabo de los 30
sg en contacto con el triclosan, redujo 7,47 unidades logaritmicas, enseguida fue E coli, P.
aeruginosa con reduccién de mas de 7 unidades logaritmicas en 60 y 90 sg y S. aureus a los 90
sg, con lo cual se comprueba que el activo es capaz de actuar desde que entra en contacto con el
microorganismo, como activo puro en tiempo real.

Con respecto a los extractos 1, al cabo de los 90 sg alcanzd una reduccion igual que el
triclosdn contra mohos y levaduras, siendo estos dos activos efectivos en la accion biocida.
Figura 10.

En cuanto al comportamiento de la efectividad del extracto 1 y 2, el extracto 1 fue mas
efectivo, ya que redujo méas de 6 unidades logaritmicas al cabo de los 90 sg de contacto para
P.aeruginosa, mohos y levaduras, siendo el mas efectivo contra B.cereus que redujo .4,70
unidades logaritmicas ya que fue el microorganismo mas resistente hacia los activos, mientras
que el extracto 2, alcanz6 la reduccién en un menor tiempo para S.aureus Yy E.coli con reduccion
en 6 unidades logaritmicas al cabo de los 90 sg de contacto, pero obtuvo reducciones menores al
criterio minimo de aceptacion establecido que era reducir 5 unidades logaritmicas, utilizado como
activo puro en el tiempo real.

Para B. cereus en particular, tiene la capacidad de formar esporas como estructuras de
resistencia, por ende fue el microorganismos que presento menor reduccién logaritmica frente a
los activos antimicrobianos. La resistencia de B.cereus, a los desinfectantes se atribuye a que los
microorganismos esporulados forman una barrera a la entrada de los agentes biocidas, ya que las
membranas que rodean el ndcleo de la endospora actia como factor adicional al limitar la
penetracién del agente antimicrobiano (Henao, Sierra, & Galan, 2017).
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Cuando se evalia un antimicrobiano frente a un microorganismo esporulados como
B.cereus, es preciso aumentar el tiempo de exposicion por ciertas razones; las esporas poseen un
nucleo con un gran contenido en dipicolinato de calcio, ademas el nucleo se encuentra
parcialmente deshidratado, esta caracteristica aumenta la termoresistencia de la espora y al
mismo tiempo le confiere resistencia frente a sustancias quimicas como el perdéxido de hidrdgeno.
Ademaés, del bajo contenido en agua de la espora, el pH del citoplasma del ndcleo contiene
niveles elevados de proteinas especificas del nucleo denominadas pequefias proteinas acido-
solubles de la espora (SASPs). Estas proteinas se unen estrechamente al ADN en el nicleo de la
espora y la protegen de dafios potenciales por la radiacion UV, la desecacion y agentes biocidas
(Nicholson, Munakata, & Horneck, 2000).

Los resultados obtenidos en esta prueba, para cada microorganismos demuestran que la
efectividad de los activos puros, esta influenciado directamente por el tiempo de exposicion,
donde la concentracion de los activos es capaz de inhibir el crecimiento de los microorganismos
los cuales fueron: 0.3% para el triclosan y 0.5 % para extracto 1 y 2, ya gque con este valor de
contacto, se alcanzaron resultados muy satisfactorios. De acuerdo con las proporciones que se
establecen en los ensayos microbioldgicos, para la evaluacion de las tres concentraciones de los
activos segun la técnica utilizada, en este estudio (Kelsey Maurer), se obtuvo resultados
totalmente satisfactorios, puesto que al enfrentar las cepas microbianas al triclosan, a una
concentracion menor que los extractos, se comprob6 que la misma ejerce una total de inhibicion
del crecimiento microbiano en un tiempo de exposicion de 90 sg, propuesto segun el tiempo que
transcurre al actuar un jabdn antibacterial.

4.2.2 Técnica de susceptibilidad por disco en agar (Kirby-Bauer)

En esta técnica, la capacidad antimicrobiana es medida a través del diametro del halo de
inhibicidn, el cual es afectado por dos factores: EI microorganismo y el activo, en donde la
actividad antimicrobiana de los extractos y el triclosan es evaluada sobre los diferentes
microorganismos seleccionados. A continuacion se presentan la tabla (tabla 6) que describen los
resultados de la técnica. En todos los casos, los puntos representan los didmetros de los halos de
inhibicidn gque se obtuvieron en el experimento para cada extracto y triclosan.
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Cuadro 6.Tamafo halos de inhibicion (mm), promedio, de los extractos 1, 2 y triclosan.

MICROORGANISMOS EVALUADOS
S. aureus | E coli |P. geruginosa | B. cereus | A.niger | Candida sp
PRODUCTO |[CONCENTRACION Tamafio del halo (mm)
0,005 24 20 0 6 0 1
0,100 25 21 0 6 0 2
0,125 26 21 0 7 0 2
z 0,150 26 22 0 7 0 2
S 0,175 26 22 0 8 1 4
o 0,200 27 23 0 8 1 4
= 0,225 27 3 0 9 1 4
0,250 29 25 1 10 2 4
0,275 30 26 2 11 3 4
0,300 30 26 4 12 4 5
0,005 1,7 0,7 0,0 1,0 0,0 0,0
0,1 2,0 1,0 0,0 1,0 0,0 0,0
0,15 2,0 1,0 0,7 1,7 0,0 0,0
N 0,2 2,0 1,7 1,0 2,0 1,0 0,0
5 0,25 3,0 2,0 1,7 2,0 2,7 0,0
R 03 3,0 2,0 17 2,0 3,0 0,0
&S 0,35 3,7 2,0 2,7 2,7 3,0 0,0
0,4 4,0 3,0 2,7 3,0 3,7 1,0
0,45 4,0 3,0 3,0 3,0 5,7 2,0
0,5 5,0 3,7 4,0 3,0 6,7 4,0
0,005 1,0 1,7 1,0 0,0 0,0 0,0
0,1 1,0 2,0 1,0 0,0 0,0 0,0
0,15 1,0 2,0 1,7 1,0 0,0 0,0
s 0,2 1,0 2,7 2,0 1,0 1,0 0,0
G 0,25 2,0 3,0 2,7 1,0 2,7 0,0
: 03 2,0 3,0 27 2,0 3,0 0,0
&S 0,35 2,0 3,0 3,7 2,0 3,0 0,0
0,4 2,7 3,7 3,7 2,0 3,7 1,0
0,45 3,0 4,0 4,0 3,0 5,7 2,0
0,5 3,0 4,0 5,0 3,0 6,7 4,0

Fuente: elaboracion propia

Se observa claramente que el diametro de los halos de inhibicién de los extractos 1 y 2
para S. aureus fueron menores que el triclosan, desde la concentracion de partida hubo
sensibilidad de 24 mm, alcanzando medidas en 0.3% de concentracion méxima halos de 30 mm,
siendo mayores a 20 mm lo cual se interpreta como sensible al microorganismo, el poder
inhibidor de los extracto citricos presentaron baja actividad, el extracto 1 solo se alcanzé un halo
de 5 mm, con respecto al extracto 2, que alcanzd una concentracion de 0.5% halos de 3 mm, lo
que se interpreta como resistente ya que fueron menores a 14 ms.

Las posibles razones para que el crecimiento del microorganismo se viera poco afectado
por los extractos citricos es la existencia de mecanismos de resistencia por parte de S. aureus, la
cual esta relacionada con la activacion de una sintesis de la pared celular, con hiperproduccion de
proteinas ligadoras de penicilinas, engrosamiento de la pared y el encarcelamiento de farmacos
por hiperproduccion de los componentes de pared.
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Estudios previos han demostrado que S. aureus posee genes que le permiten generar
resistencia contra biocidas (Agentes quimicos y antibioticos) (Tavares, 2000).

En el caso de E.coli, el extracto 2 evidencio medidas de 4 mm al 0.5%, siendo estos muy
cercanos en comparacion al extracto 1, que alcanzé al 0.5% halos de 3.7 mm, se interpreta como
resistentes por reportar medidas menores a 14 mm, con respecto al triclosén, el diametro de los
halos de inhibicion fue mayor, partiendo desde 20 mm hasta 26 mm en su maxima concentracion
de 0.3%, interpretandose como sensible al microorganismo, por tener medidas superiores a 20
mm.

E. coli hace parte de las bacterias Gram negativas, ademas del peptidoglicano, poseen una
capa adicional en su pared que esta compuesta de lipopolisacaridos. Esta capa representa una
segunda bicapa lipidica, que no consta solamente de fosfolipidos como la membrana plasmatica,
sino que contiene polisacaridos y proteinas. Los lipidos y polisacaridos estan estrechamente
unidos en la capa externa formando estructuras lipopolisacaridas especificas. La presencia del
lipopolisacéarido justifica que la membrana externa se denomine generalmente capa de
lipopolisacarido o simplemente LPS.

Los mecanismos de resistencia de estas bacterias pueden presentarse como alteracion del
sitio blanco o diana de antimicrobianos, disminucién de la permeabilidad de la pared por poseer
una pequefia capa de peptidoglicano, la cual es mas sensible, adquisicion de mecanismo de
cambio de via metabdlica externa, lo anterior podria sugerir que el extracto 2, puede poseer
sustancias capaces de contrarrestar los mecanismos de resistencia del microorganismo, como por
ejemplo las saponinas las cuales actian sobre los lipidos de la membrana ocasionando
alteraciones y provocando muerte celular; asi como lo indica la Tabla 4.

Por otra parte, P. aeruginosa permitio evidenciar que su efecto bactericida anteriormente
demostrado con el triclosan se vio afectado, en los primeras volimenes utilizados, ya que no
hubo halos de inhibicidn, permitiendo a los extractos citricos inhibir el crecimiento desde un
volumen minimo de 0.005%, sin embargo se interpretaron como resistentes ya que sus halos no
superaron los 5 mm.

La resistencia de P. aeruginosa es atribuida a varios factores que han sido consignados en
diversos estudios. (Russell & Furr, 1998), establecidé que las bacterias Gram negativas poseen
reducida sensibilidad hacia los desinfectantes comparados con los estafilococos debidos a los
lipopolisacaridos de su membrana externa que impiden el flujo de los desinfectantes al interior de
la célula. Por otra parte Gorisch (2003) establecié que P. aeruginosa es capaz de crecer en etanol
e inducir enzimas capaces de oxidarlo y metabolizarlo a acetato.

Se observa para B.cereus que el efecto inhibidor del triclosan es mayor, sus halos de
inhibicion al 0.3% fue de 12 mm donde se interpreta como resistente, al compararlo con los
extractos 1 y 2 obtuvieron halos de 3 mm al 0.5%, siendo uno de los microorganismos mas
resistentes a la prueba, inhibir un bacilo Gram positivo esporulados, que posee como factor de
competencia y resistencia regulada, expresa proteinas especiales que juegan un papel en el
transporte y procesamiento del DNA. Estas proteinas especificas de competencia incluyen una
proteina de unién del DNA que esta asociada a la membrana, una autolisina de la pared celular y
varias nucleasas (Gutowski, 1997).
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En la tabla 10, se puede apreciar que para la levadura Candida sp y el hongo A.niger
ninguno de los extractos vegetales, triclosan logro generar halos con didmetro superior a 14 mm.
Lo que indica que los extractos citricos no presentaron una eficiente actividad antimicrobiana
frente a este tipo de microorganismos, por ser complejos y adicionalmente poseer diversos
mecanismos de resistencia entre las que encontramos la pared celular compuesta de polisacaridos,
proteinas, lipidos, iones inorganicos y mananos. Los polisacéaridos (Quitina) y glucanos no
celulosicos. Los resultados anteriormente expuestos sugieren que los extractos evaluados son mas
eficientes con bacterias debido a que sus estructuras y el metabolismo celular son menos
complejo que el de los hongos (Tavares, 2000).

4.2.  Valoracion de la efectividad de los productos mediante la valoracion de las
condiciones higiénicas de las manos del personal de diferentes areas de la compaifiia.

El lavado de manos se llevo a cabo con los jabones que contenian los ingredientes activos
antimicrobianos que estuvo en estabilidad durante los 3 meses bajo estudio (ver Anexo 14). A
partir de la recoleccion de muestras de la superficie de la mano antes y después del lavado
higiénico en las 3 areas, se evaluo la técnica de cuantificacion por inoculacion directa asi como
por diluciones, para asi tener un conteo mas preciso, en ninguna de las areas bajo estudio no se
evidencio crecimiento para P. aeruginosa en las manos de los participantes, en la figura 11, se
muestra los intervalos de confianza para la media y mohos y levaduras.

Intervalos de Confianza para Mohos y Levaduras
95% IC para la media
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Area Al A2 A3

Las desviaciones estandar individuales se utilizaron para calcular los intervalos.

Figura 11.Intervalos de confianza para mohos y levaduras, de acuerdo al area y efectividad del

producto.
Convenciones: P1: Extracto 1; P2: Extracto 2; P3: Triclosan.

Al: Area Administrativa; A2: Area Laboratorios; A3: Area Produccion.
Fuente: elaboracion propia
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La efectividad de los jabones con los activos antimicrobianos, Extracto 1, 2 y triclosan frente a
Mohos y Levaduras en las manos del personal de la compafiia, se observa que para las 3 areas, la
eliminacion es igual en promedio, pero para el area 1 los resultados fueron mas homogéneos o
menos variables. Si analizamos los resultados obtenidos por cada jabon, podemos objetivar, que
al utilizar el jabon con el triclosan, tras el lavado de manos la efectividad con respecto a la
reduccién en unidades logaritmicas fue del 100 %, seguido del jabon con el extracto 2 y jabon
con extracto 1 con 95% de confianza.

Intervalos de confianza de Aerobios Mesofilos
95% IC para la media
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Las desviaciones estdndar individuales se utilizaron para calcular los intervalos.

Figura 12.Intervalos de confianza para Aerobios mesofilos, de acuerdo al area y efectividad del

producto.
Convenciones: P1: Extracto 1; P2: Extracto 2; P3: Triclosan

Al: Area Administrativa; A2: Area Laboratorios; A3: Area Produccion
Fuente: elaboracion propia

Analizando los resultados obtenidos tras le lavados de manos con el jabon que tiene el activo con
el extracto 2 en el &rea 2, la efectividad en Aerobios Meso6filos, como se observa en la figura 12,
tuvo mayor eliminacion en promedio, pero a su vez fue la que tuvo mayor variabilidad o
resultados diferentes, a diferencia de todos los productos (P1, P2, P3) que presentaron resultados
muy homogéneos en las 3 areas.

54



Intervalos de confianza de E. coli
95% IC para la media
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Las desviaciones estdndar individuales se utilizaron para calcular los intervalos.

Figura 13. Intervalos de confianza para E.coli, de acuerdo al area y efectividad del producto.
Convenciones: P1: Extracto 1; P2: Extracto 2; P3: Triclosan; Al: Area Administrativa; A2: Area

Laboratorios; A3: Area Produccion
Fuente: elaboracion propia

Analizando los resultados obtenidos por cada jabon en las 3 areas, se puede objetivar que la
efectividad de E. coli, se present6 en promedio una disminucion homogeénea, observandose que el
Extracto 2, fue mas eficiente en relacién a los demas productos ya que obtuvo para el area 1y 3
100% en su efectividad en comparacion a los otros dos jabdnes., Figura 13, siendo el area 1, el
mas variable de acuerdo a los resultados.
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Intervalos de Confianza de S. aureus
95% IC para la media
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Las desviaciones estdndar individuales se utilizaron para calcular los intervalos.

Figura 14. Intervalos de confianza para S.aureus, de acuerdo al area y efectividad del producto.
Convenciones: P1: Extracto 1; P2: Extracto 2; P3: Triclosan; Al: Area Administrativa; A2: Area

Laboratorios; A3: Area Produccion
Fuente: elaboracion propia

Con respecto a la efectividad de los productos sobre S. aureus, Figura 14, se observa que en las
3 areas el Extracto 2, presentd la mayor eficiencia con 95% de confianza, pero también, tuvo la
mayor variacion en los resultados, por otro lado, el Extracto 1 fue el menos eficiente y la menos
variable en las 3 areas.

En relacion a los resultados obtenidos con cada jabon, se puede deducir que al emplearlo para el
lavado de manos, en el personal de las 3 areas, el extracto 2, realiza una disminucion en los
valores de la carga bacteriana en su efecto inmediato, tanto para aerébios mesofilos, E. coli. S.
aureus y siendo menos eficiente para mohos y levaduras.

En relacion a los resultados obtenidos por el extracto 1, en su efecto inmediato, observamos que
la reduccidn en los valores de la carga bacteriana con respecto a E. coli, fueron los que tuvieron
mas significancia con valores de 66% de reduccion para el area 2 y 83% de reduccion para el area
3, fue donde tuvo efectividad ya que con respecto a mohos y levaduras, aérobios meséfilos y
S.aureus no supero el 34% de efectividad en el lavado de las manos.

Examinando los resultados obtenidos por el triclosan, como ya se habia dicho, Gnicamente fué
efectivo para mohos y levaduras, con respecto a aérobios mesoéfilos, no supero su efectividad de
37% en reduccion de unidades logaritmicas para las 3 areas, en cuanto a E.coli fue el segundo
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mas efectivo siendo el mejor el extracto 2 ya que obtuvo efectividad en el area 2 y 3 con 66% y
100% respectivamente, para S. aureus, el triclosan, la efectividad no supero el 65%, para este
microorganismoa ha sido uno de los mas estudiados en relacién al triclosan y resistencia a los
antibioticos, donde Suller y Rusell (2000), han afirmado que las cepas con mayor susceptibilidad
a los biocidas también pueden ser mas susceptibles a los antibioticos. Probamos la susceptibilidad
de aislados clinicos de S. aureus a triclosan y varios antibioticos. Las CIMs de triclosan variaron
entre 0.025 y 1 mg / L. Algunas cepas, pero no todas, fueron resistentes a varios antibioticos y
mostraron alta resistencia al triclosan.

4.3.1. Interacciones de la eficacia promedio de los jabones antimicrobianos frente a la
carga microbiana tomada en cada una de las areas bajo estudio.

Teniendo en cuenta los resultados de la eliminacion promedio, es necesario observar cuales
fueron las interacciones de la efectividad promedio para los microorganismos, tal como se
muestra a continuacion:

Interaccion para Mohos y Levadura
Medias de datos
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Figura 15. Interacciones de la media Mohos y Levaduras entre jabones antimicrobianos y Area.
Convenciones: P1: Extracto 1; P2: Extracto 2; P3: Triclosan; Al: Area Administrativa; A2: Area

Laboratorios; A3: Area Produccion
Fuente: elaboracion propia

Para Mohos y Levaduras, se observa en la anterior Figura 15, que en promedio la efectividad de
los jabdnes con respecto a las areas, fue mayor en el area 3, con los Extractos 1 y 2, por otro lado
el Triclosan fue el que tuvo mayor eliminacion fingicida en las 3 areas.
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Interaccion para Aerobios Mesofilos
Medias de datos
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Figura 16. Interacciones de la media Aerobios Mesofilos entre jabones antimicrobianos y Arqa.
Convenciones: P1: Extracto 1; P2: Extracto 2; P3: Triclosan; Al: Area Administrativa; A2: Area

Laboratorios; A3: Area Produccion
Fuente: elaboracion propia

De acuerdo a la interaccion promedio la efectividad de Aerobios mesdéfilos, en la figura 16, se
aprecia que la eliminacién promedio fue mayor por el Extracto 2 en las tres areas, y la menor
eliminacion promedio fue por el Extracto 1 en las 3 areas.
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Interaccion para E. coli
Medias de datos
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Figura 17. Interacciones de la media E.coli entre jabones antimicrobianos y Area. )
Convenciones: P1: Extracto 1; P2: Extracto 2; P3: Triclosan; Al: Area Administrativa; A2: Area

Laboratorios; A3: Area Produccion
Fuente: elaboracion propia

La interaccion promedio de E.coli, como se aprecia en la figura 17, se observa que el Extracto 2
fue estadisticamente significativo ya que fue mas eficiente en el area uno y tres, con respecto al
extracto 1, la disminucion en los valores de la carga bacteriana en su efecto inmediato no son
estadisticamente significativos que en relacién al triclosdn que obtuvo actividad reduccion en el
area 3.
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Grafica de interaccion para S. aureus
Medias de datos
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Figura 18. Interacciones de la media S. aureus entre jabones antimmicrobianos y Area. )
Convenciones: P1: Extracto 1; P2: Extracto 2; P3: Triclosan; Al: Area Administrativa; A2: Area

Laboratorios; A3: Area Produccion.
Fuente: elaboracion propia

La interaccion promedio de S. aureus, queda reflejado en la figura 18, los valores obtenidos en el
efecto inmediato de la actividad antibacterial de los jabones, siendo el Extracto 2,
estadisticamente significativo en relacion a las tres areas, comparando los resultados obtenidos
por el extracto 1 y el triclosan, en su efecto inmediato, observamos que no existen diferencias
estadisticamente significativas en las areas de la compafiia.

4.4. Promedio de la accion de los jabone sobre los microorganismos evaluados

Para observar la efectividad de los productos con respecto a los microorganismos, como
se muestra en la Figura 19, el Extracto 2, presentdé mayor eliminacién en todos los
microorganismos evaluados, a excepcion de Mohos y Levaduras, que fue mas eficiente el
Triclosan, por otro lado el Extracto 1, fue el que tuvo menor efectividad promedio de todos los
microorganismos, es necesario aclarar que estos resultados son evidenciados sin tener en cuenta
el area done se realizé el experimento.
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Promedios ( S. aureus. E. coli. Aerobios Mesofilos. Mohos y Levaduras)
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Figura 19. Medias de los microorganismos por Activo Antimicrobiano.
Convenciones: P1: Extracto 1; P2: Extracto 2; P3: Triclosan

Fuente: elaboracién propia

De acuerdo a lo expuesto anteriormente se evidencia que, el Extracto 2 en sus ingredientes
activos: Terpenos citricos y acidos organicos, es mas eficiente que el Extracto 1 y Tricloséan,
como jabon antibacterial en el lavado de manos del personal de la compafiia, estudios realizado
por revelaron que los mecanismos involucrados en la inhibicion de los microorganismos por los
aceites esenciales, terpenos, extractos citricos, parecen ser multiples. Se plantea que en el efecto
inhibitorio se involucran compuestos fendlicos; pues estos sensibilizan la bicapa fosfolipidica de
la membrana citoplasmatica, causando un incremento en la permeabilidad y la no disponibilidad
de constituyentes intracelulares vitales, demostrando que el efecto antimicrobiano de los
constituyentes de los extracto naturales depende de su hidrofobicidad y particion en la membrana
plasmatica microbiana, entre otros. Esto esta estrechamente relacionado con la adicion de iones
especificos en o sobre la membrana, que tiene un efecto marcado, sobre el movimiento de los
protones, el contenido de ATP intracelular y toda la actividad de la célula microbiana, incluyendo
el transporte de soluto y la regulacion del metabolismo (Mohamed, 2011).
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5. CONCLUSIONES

La estabilidad de los activos en los jabones antibacteriales, frente el extracto 2,
permanece su actividad antimicrobiana durante los dias transcurridos en un rango no superior a
107980 ppm, el triclosan fue relevante contra mohos, ya que en relacion con la CMI, no superé
los 107980 ppm de concentracion, en cambio el extracto 2, su funcionalidad necesitd6 226757
ppm y 118777 ppm para el extracto 1.

Se compard la accion bactericida de los extractos y Triclosdn como activos puros
arrojandonos que mediante la técnica de Kelsey Maurer la accion de los activos puros, esta
influenciado directamente por el tiempo de exposicion, donde la concentracion de los activos es
capaz de inhibir el crecimiento de los microorganismos, el Extracto 1 y 2 reduce
significativamente el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC), de bacterias y hongos,
permitiendo establecer los 90 segundos de contacto como tiempo Optimo para los extractos,
frente al triclosan que redujo 7,47 unidades logaritmicas al cabo de los 30 sg.

Con la técnica Kirby-Bauer, los activos no se evidenciaron medidas superiores a 6.7 mm
en los halos de inhibicion para los Extracto 1 y 2, en cambio el Triclosan los halos tuvieron
medidas mayores a 20 mm.

Existen diferencias significativas, cuando se compara el efecto del extracto 1y el triclosan
frente al extracto 2 teniendo dicho jabon antibacterial con mayor eficacia microbicida en su
efecto inmediato sobre las manos con porcentajes de eficiencia del 66 y 100%.

Se evidencid que productos naturales a base de terpenos y acidos organicos, usados como
activos en jabones para manos, pueden ser una alternativa de reemplazo del triclosan en jabones
antibacteriales, también en la bldsqueda bibliografica no se encontraron estudios relacionados,
motivando a posteriores estudios, utilizando extractos naturales para substituir compuestos
quimicos de alto riesgo para la salud humana.
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6. RECOMENDACIONES

Ajustar espectrofotométricamente la densidad de las suspensiones bacterianas a 620 nm
de longitud de onda, para obtener una absorbancia de 0.2 a 0.3 para bacilos Gramnegativos y de
0.3 a 0.4 para cocos Gram positivos, lo cual puede ser util al momento de preparar una
suspension con un recuento comprendido entre 1y 3x108 UFC/ml. La cual no se realiz6 por falta
de equipos.

Realizar la evaluacion de los extractos citricos frente a otros géneros, y ambientes como clinicos
y sector de alimentos, la cual segun la busqueda bibliogréfica también tienen aplicaciones.

Evaluar la sinergia entre los activos que ayuden a mejorar su efectividad frente a los grupos
microbianos.
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ANEXOS

ANEXO 1. Activos antimicrobianos evaluados.

EXTRACTO 1 EXTRACTO 2 TRICLOSAN

CcODIGO 412
TRICLOSAN USP

o i
asvanencs: Provch ssres s s EA

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO 2. Concentracién minima inhibitoria (CMI) de los activos puros para formular los

activos bajo estudio.

Bacterias Gram (+) Método CMI
mg/L Procide CG
Triclosan Extracto 1 Extracto 2
Staphylococcus aureus NTC 2455 0.0079 0.0349 0.0166
(tercera
Bacillus cereus actualizacion) 0.0349 0.0734 0.0349
Bacterias Gram (-)
Escherichia coli 0.0349 0.154 0.0166
P. aeruginosa 0.154 0.0166
Levaduras
Candida albicans 0.0166 0.0349 0.154
Hongos Mohos
Aspergillus.niguer 0.0166 0.0349 0.154

Nota: La dosificacion recomendada corresponde a 3 veces la MIC.

Fuente: elaboracion protecncia ingeniera
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ANEXO 3. Apariencia de los jabones con los activos antimicrobianos a medida de transcurso del tiempo.

Dia 0 Dia 30

Dia 60 Dia 90

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO 4. Procedimiento de la evaluacion de los tiempos y concentraciones de los extractos citricos y
Triclosan (Kelsen Maurer).

Neutralizante de los activos antimicrobianos
Extracto 1 Extracto 2 Triclosan

Fuente: elaboracién propia
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ANEXO 5. Procedimiento de la evaluacion de la actividad antimicrobiana utilizando la técnica de
difusién de disco en agar de Kirby-Bauer.

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO 6. Metodologia de la OMS (Organizacién mundial de la Salud) para el correcto lavado de las
manos.

Técnica de lavado de las manos con agua y jabon

(] o 1 ,1‘:

delamano  Frétese laspalmas delas  Frétese el dorso de los dedos
demd\amaeldotsodeh manos entre =i, con los dedos dheummoonhpalmade
mano izquierda entrelazando  entrelazados mano agarrindose
los dedos, y viceversa los,dedosm

de rotacién el de la mano derecha contrala  agua
1Zquii o con la dehmomda,

de la mano derecha, y un movimiento de
viceversa : romén,

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO 7. Procedimiento de la evaluacion de los extractos citricos y el Triclosan en los jabones
antibacteriales.

Toma de muestras del lavado de manos en las diferentes areas de la compafiia de Protecnica Ingenieria.
Administrativa Laboratorios Operativa

Fuente: elaboracién propia
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ANEXO 8. Concentraciones obtenidas de la MIC de cada uno de los jabones con los activos
antimicrobianos durante los 3 meses en estabilidad.

CMI (mg/L de producto)
CONTROL 0 15 30 45 60 75 90
Bacterias Gram (+)
Staphylococcus aureus 51419 107980 476190 476190 476190 476190 476190
Bacillus cereus 24485 51419 51419 51419 107980 476190 476190
Bacterias Gram (-)
Escherichia coli 226757 476190 476190 476190 476190 476190 476190
Pseudomona aeruginosa 226757 226757 226757 226757 226757 476190 476190
Levaduras
Candida albicans 107980 226757 226757 476190 476190 >476190 >476190
Hongos Mohos
Aspergillus.niger 24485 24485 24485 24485 107980 107980 226757
TRICLOSAN
Bacterias Gram (+)
Staphylococcus aureus 51419 51419 107980 226757 226757 226757 510000
Bacillus cereus <136 11660 51419 51419 51419 >476190 >476190
Bacterias Gram (9)
Escherichia coli <136 51419 51419 226757 226757 226757 226757
Pseudomona aeruginosa 226757 226757 226757 226757 226757 226757 >476190
Levaduras
Candida albicans 226757 226757 476190 476190 476190 476190 >476190
Hongos Mohos
Aspergillus.niger 11660 24485 24485 24485 24485 24485 107980
EXTRACTO 1
Bacterias Gram (+)
Staphylococcus aureus 51419 51419 51419 51419 226757 226757 476190
Bacillus cereus 24485 24485 51419 107980 226757 226757 476190
Bacterias Gram (-)
Escherichia coli 51419 51419 107980 226757 >476190 >476190 >476190
Pseudomona aeruginosa 226757 226757 226757 226757 226757 476190 476190
Levaduras
Candida albicans 107980 107980 107980 226757 476190 476190 >476190
Hongos Mohos
Aspergillus.niger <136 <136 5552 107980 107980 107980 107980
EXTRACTO 2
Bacterias Gram (+)
Staphylococcus aureus 11660 11660 51419 51419 51419 51419 51419
Bacillus cereus 5552 5552 5552 11660 11660 24485 24485
Bacterias Gram (9)
Escherichia coli 24485 24485 51419 51419 107980 107980 107980
Pseudomona aeruginosa 24485 51419 51419 107980 107980 107980 107980
Levaduras
Candida albicans 51419 51419 107980 107980 107980 226757 226757
Hongos Mohos
Aspergillus.niger 136 5552 51419 51419 107980 107980 107980

Fuente: elaboracién propia

77



ANEXO 9. Concentraciones obtenidas de la MIB de cada uno de los jabones con los activos
antimicrobianos durante los 3 meses en estabilidad.

CMB (mg/L de producto)

CONTROL 0 15 30 45 60 75 90
Bacterias Gram (+)

Staphylococcus aureus 226757 226757 476190 476190 476190 476190 476190
Bacillus cereus 24485 51419 51419 226757 476190 476190 476190
Bacterias Gram (-)

Escherichia coli 226757 476190 476190 476190 476190 510000 510000
Pseudomona aeruginosa 226757 226757 226757 226757 226757 476190 510000
Levaduras

Candida albicans 107980 226757 226757 476190 476190 >476190 510000
Hongos Mohos

Aspergillus.niger 107980 107980 226757 226757 107980 476190 476190
TRICLOSAN

Bacterias Gram (+)

Staphylococcus aureus 51419 107980 226757 226757 226757 226757 510000
Bacillus cereus 51419 51419 107980 107980 226757 510000 510000
Bacterias Gram (-)

Escherichia coli <136 226757 226757 226757 476190 476190 476190
Pseudomona aeruginosa 226757 226757 226757 226757 226757 476190 510000
Levaduras

Candida albicans 226757 226757 476190 476190 476190 476190 510000
Hongos Mohos

Aspergillus.niger 24485 51419 51419 51419 51419 107980 107980
EXTRACTO 1

Bacterias Gram (+)

Staphylococcus aureus 51419 51419 107980 226757 476190 510000 510000
Bacillus cereus 24485 24485 51419 107980 226757 226757 476190
Bacterias Gram (-)

Escherichia coli 51419 51419 107980 476190 510000 510000 510000
Pseudomona aeruginosa 226757 226757 476190 510000 510000 510000 510000
Levaduras

Candida albicans 107980 107980 107980 226757 476190 476190 510000
Hongos Mohos

Aspergillus.niger <136 <136 5552 107980 107980 107980 107980
EXTRACTO 2

Bacterias Gram (+)

Staphylococcus aureus 11660 11660 51419 51419 51419 51419 51419
Bacillus cereus 11660 51419 51419 51419 51419 107980 107980
Bacterias Gram (-)

Escherichia coli 24485 51419 107980 107980 226757 226757 226757
Pseudomona aeruginosa 24485 51419 107980 107980 107980 107980 107980
Levaduras

Candida albicans 226757 226757 226757 226757 226757 226757 226757
Hongos Mohos

Aspergillus.niger 5552 5552 51419 51419 107980 226757 226757

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO 10. Recuentos de las ufc en los tiempos establecidos para el Extracto 1 en cada uno de los
microorganismos utilizados en la prueba de Kelsey Maurer.

Microorganismos
S. aureus E.coli P.aureginosa | B. cereus [Mohoy Lev.
UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml
0 1,4E+07 1,3E+07 5,0E+07 1,1E+07 1,3E+07
30 3,2E+03 2,0E+03 8,5E+02 3,6E+04 2,9E+02
60 2,8E+03 8,9E+02 0,0E+00 1,3E+03 3,2E+01
- 90 9,0E+02 6,6E+02 0,0E+00 4,4E+02
5
< 0 3,8E+07 1,8E+07 3,6E+06 3,5E+07 5,7E+07
; 30 4,8E+03 1,3E+03 2,6E+01 9,0E+04 5,0E+01
“ 60 4,2E+03 7,5E+02 0,0E+00 3,1E+03 3,0E+01
90 1,5E+03 6,7E+02 0,0E+00 8,2E+02 0,0E+00
0 8,9E+07 7,4E+07 2,8E+06 7,3E+07 3,5E+07
30 9,8E+03 1,6E+03 4,3E+01 6,3E+04 1,7E+02
60 3,5E+03 8,2E+02 0,0E+00 2,2E+03 3,1E+01
90 1,1E+03 6,6E+02 0,0E+00 6,3E+02 0,0E+00

Unidades logaritmicas basadas en los recuentos obtenidos de las ufc del Extracto 1.

Microorganismos
S. aureus | E.coli | P.aureginosa | B. cereus |Mohoy Lev.
Unidades logaritmicas
7,15 7,11 7,70 7,04 7,10
3,51 3,29 2,93 4,56 2,47
3,45 2,95 0,00 3,11 1,51
- 2,95 2,82 0,00 2,64 0,00
5
I 7,58 7,26 6,56 7,54 7,76
= 3,68 3,11 1,41 4,95 1,70
. 3,62 2,88 0,00 3,49 1,48
3,18 2,83 0,00 2,91 0,00
7,95 7,87 6,45 7,86 7,54
3,99 3,21 1,63 4,80 2,24
3,54 2,91 0,00 3,34 1,49
3,04 2,82 0,00 2,80 0,00
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ANEXO 10. (Continuacion).
Reduccion de las Unidades logaritmicas basados en los recuentos obtenidos de las ufc del
Extracto 1.

Microorganismos
S. aureus E.coli P.aureginosa | B. cereus |[Mohoy Lev.
Unidades logaritmicas
3,64 3,82 4,77 2,49 4,64
3,70 4,16 7,70 3,93 5,60
- 4,19 4,30 7,70 4,40 7,10
o
'_
Q
<
o
; 3,90 4,14 5,14 2,59 6,06
= 3,96 4,38 6,56 4,05 6,28
4,40 4,43 6,56 4,63 7,76
3,96 4,66 4,81 3,06 5,31
4,41 4,96 6,45 4,52 6,05
4,91 5,05 6,45 5,06 7,54

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO 11. Recuentos de las ufc en los tiempos establecidos para el Extracto 2 en cada uno de los
microorganismos utilizados en la prueba de Kelsey Maurer.

Microorganismos

S.aureus |E.coli P.aureginosa  [B. cereus |Mohoy Lev.
UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml (1001
0 1,4E+08 1,3E+08 5,0E+07 1,1E+08 8,3E+07
30 7,10E+03 | 1,29E+04 3,28E+04 1,70E+04 | 2,97E+03
60 1,70E+03 | 1,10E+03 7,00E+01 9,40E+03 | 2,85E+03
N 90 2,10E+02 | 7,60E+01 1,00E+01 2,90E+03 | 2,20E+03
5
< 0 3,8E+07 1,8E+07 6,0E+06 3,5E+07 5,7TE+07
E 30 3,00E+03 | 1,50E+03 2,70E+02 8,90E+03 | 3,00E+03
60 1,70E+02 | 5,20E+01 1,30E+01 3,24E+03 | 4,00E+03
90 6,00E+00 | 2,20E+01 4,00E+00 1,44E+03 | 2,12E+03
0 8,90E+07 | 7,40E+07 2,80E+07 7,25E+07 | 3,49E+07
30 5,05E+03 | 7,20E+03 1,65E+04 2,95E+04 | 2,99E+03
60 9,35E+02 | 5,76E+02 4,15E+01 6,32E+03 | 3,43E+03
90 1,08E+02 | 4,90E+01 7,00E+00 2,17E+03 | 2,16E+03

Unidades logaritmicas basadas en los recuentos obtenidos de las ufc del Extracto 2.

Microorganismos
S. aureus |E.coli |P.aureginosa |B. cereus |M0ho y Lev.
Unidades logaritmicas
8,15 8,11 7,70 8,04 7,92
3,85 4,11 4,52 4,23 3,47
3,23 3,04 1,85 3,97 3,45
8 2,32 1,88 1,00 3,46 3,34
3]
= 7,58 7,26 6,78 7,54 7,76
E 3,48 3,18 2,43 3,95 3,48
2,23 1,72 1,11 3,51 3,60
0,78 1,34 0,60 3,16 3,33
7,95 7,87 7,45 7,86 7,54
3,70 3,86 4,22 4,47 3,47
2,97 2,76 1,62 3,80 3,53
2,03 1,69 0,85 3,34 3,33
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ANEXO 11. (Continuacion)
Reduccion de las Unidades logaritmicas basados en los recuentos obtenidos de las ufc del
Extracto 2.

Microorganismos
S. aureus |E.coli P.aureginosa |B. cereus |Mohoy Lev.
Unidades logaritmicas
4,29 4,00 3,18 3,81 4,44
4,92 5,07 5,85 4,07 4,46
N 5,82 6,23 6,70 4,58 4,58
5
=
E 4,10 4,08 4,35 3,59 4,28
5,35 5,54 5,66 4,03 4,15
6,80 5,91 6,18 4,39 4,43
4,25 4,01 3,23 3,39 4,07
4,98 5,11 5,83 4,06 4,01
5,92 6,18 6,60 4,52 4,21

Fuente: elaboracién propia
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ANEXO 12. Recuentos de las ufc en los tiempos establecidos para el Triclosdn en cada uno de los
microorganismos utilizados en la prueba de Kelsey Maurer.

Microorganismos
S. aureus E.coli P.aureginosa | B.cereus |Mohoy Lev.
UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml (10)2
0 1,4E+07 1,3E+07 5,0E+07 1,1E+08 1,3E+07
30 2,5E+02 0,0E+00 5,0E+01 8,0E+03 0,0E+00
60 3,3E+01 0,0E+00 0,0E+00 7,6E+03 0,0E+00
> 90 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 6,3E+03 0,0E+00
&
8 0 3,8E+07 1,8E+07 6,0E+06 3,5E+07 5,7E+07
E 30 1,0E+01 9,0E+01 0,0E+00 2,3E+04 1,0E+00
60 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 7,8E+03 1,0E+00
90 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 6,4E+03 1,0E+00
0 8,9E+07 7,4E+07 2,8E+07 7,3E+07 3,5E+07
30 1,3E+02 4,5E+01 2,5E+01 1,6E+04 0,0E+00
60 1,7E+01 0,0E+00 0,0E+00 7,7E+03 0,0E+00
90 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 6,3E+03 0,0E+00

Unidades logaritmicas basadas en los recuentos obtenidos de las ufc del Triclosan.

Microorganismos
S. aureus E.coli P.aureginosa B. cereus |Mohoy Lev.
Unidades logaritmicas
7,15 7,11 7,70 8,04 7,10
2,40 0,00 1,70 3,90 0,00
1,52 0,00 0,00 3,88 0,00
> 0,00 0,00 0,00 3,80 0,00
5
8 7,58 7,26 6,78 7,54 7,76
|cT_: 1,00 1,95 0,00 4,36 0,00
0,00 0,00 0,00 3,89 0,00
0,00 0,00 0,00 3,80 0,00
7,95 7,87 7,45 7,86 7,54
2,11 1,65 1,40 4,19 0,00
0,00 0,00 0,00 3,89 0,00
0,00 0,00 0,00 3,80 0,00
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ANEXO 12. (Continuacion)
Reduccion de las Unidades logaritmicas basados en los recuentos obtenidos de las ufc del
Triclosan.

Microorganismos
S. aureus E.coli P.aureginosa | B. cereus [Mohoy Lev.
Reduccién Unidades logaritmicas
4,75 7,11 6,00 4,14 7,10
5,63 7,11 7,70 4,16 7,10
- 7,15 7,11 7,70 4,24 7,10
<
(%)
@)
|
]
E 6,58 5,30 6,78 3,18 7,76
7,58 7,26 6,78 3,65 7,76
7,58 7,26 6,78 3,74 7,76
5,84 6,22 6,05 3,67 7,54
7,95 7,87 7,45 3,97 7,54
7,95 7,87 7,45 4,06 7,54

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO 13. Prueba de susceptibilidad antimicrobiana utilizando la técnica de difusion de disco Kirby-
Bauer para cada uno de los activos antimicrobianos evaluados.

Microorganismos
S. aureus E coli P. aeruginosa | B. cereus A.niger | Candida sp
MILIMETROS

0,005 24,0 20,0 0,0 6,0 0,0 1,0
0,100 25,0 21,0 0,0 6,0 0,0 1,0
0,125 26,0 21,0 0,0 7,0 0,0 1,0
0,150 26,0 22,0 0,0 7,0 0,0 2,0
b 0,175 26,0 22,0 0,0 8,0 1,0 3,0
0,200 26,0 22,0 0,0 8,0 1,0 3,0
0,225 27,0 23,0 0,0 9,0 1,0 3,0
0,250 29,0 25,0 1,0 10,0 2,0 4,0
0,275 30,0 26,0 2,0 11,0 2,0 40
0,300 30,0 26,0 4,0 12,0 3,0 6,0
0,005 23,0 19,0 0,0 5,0 0,0 1,0
0,100 24,0 20,0 0,0 6,0 0,0 2,0
> 0,125 25,0 21,0 0,0 7,0 0,0 2,0
f}g 0,150 25,0 21,0 0,0 7,0 0,0 2,0
g o 0,175 26,0 22,0 0,0 8,0 1,0 4.0
|n__: 0,200 27,0 23,0 0,0 8,0 1,0 4.0
0,225 27,0 23,0 0,0 9,0 1,0 4,0
0,250 28,0 24,0 1,0 10,0 2,0 4,0
0,275 29,0 25,0 2,0 11,0 3,0 4,0
0,300 30,0 26,0 4,0 12,0 4,0 4,0

0,005 24 20 0 6 0 1

0,1 25 21 0 6 0 2

0,125 26 21 0 7 0 2

0,15 26 22 0 7 0 2

n 0,175 26 22 0 8 1 4

= 0,2 27 23 0 8 1 4

0,225 27 23 0 9 1 4

0,25 29 25 1 10 2 4

0,275 30 26 2 11 3 4

0,3 30 26 4 12 4 5

Fuente: elaboracién propia
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ANEXO 13. (Continuacion)
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ANEXO 13. (Continuacion)
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ANEXO 14. Jabon Base Para la preparacion con los activos antimicrobianos.

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO 2 Jabones utilizados en el procedimiento del lavado de las manos en las diferentes areas de la
compafiia.

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO 16. Datos de la efectividad del lavado de manos con los activos antimicrobianos sobre el
personal de las distintas areas de la compafiia.

Area Porcentaje (%) de la Efectividad por reduccién
Producto ) . Personal
bloque de unidades logaritmicas.

S.aureus E.coli Aero‘b.|os Mohos y

mesofilos | levaduras
Al P1 13,02 48,83 12,10 33,77 1
Al P1 10,78 0,00 11,42 0,00 2
Al P1 8,83 57,72 8,66 39,04 3
Al P2 42,86 100,00 40,23 100,00 4
Al P2 100,00 100,00 62,48 40,21 5
Al P2 56,63 100,00 49,73 53,06 6
Al P3 38,09 68,48 32,97 100,00 7
Al P3 23,63 0,00 25,12 100,00 8
Al P3 24,39 100,00 22,58 100,00 9
A2 P1 18,79 100,00 14,89 0,00 1
A2 P1 8,23 0,00 6,70 37,58 2
A2 P1 9,66 100,00 7,76 46,28 3
A2 P2 50,95 100,00 51,80 0,00 4
A2 P2 100,00 0,00 100,00 100,00 5
A2 P2 57,92 100,00 60,29 100,00 6
A2 P3 29,94 0,00 35,77 100,00 7
A2 P3 34,95 100,00 40,01 100,00 8
A2 P3 30,44 100,00 37,49 100,00 9
A3 P1 15,07 50,00 23,29 28,62 1
A3 P1 14,48 51,43 13,32 100,00 2
A3 P1 15,47 100,00 17,93 34,86 3
A3 P2 100,00 100,00 31,63 100,00 4
A3 P2 56,43 100,00 32,81 100,00 5
A3 P2 47,73 100,00 32,54 100,00 6
A3 P3 39,72 100,00 30,42 100,00 7
A3 P3 100,00 100,00 30,67 100,00 8
A3 P3 57,45 100,00 30,55 100,00 9

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO 17. Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Director del estudio:

Ing. Jenny Adriana Laguado Sanguino.
Coordinadora de Microbiologia

Investigadora:

Estudiante Ahidaly Garcia Garcia.
Aspirante al titulo en Microbiologia industrial

Asesores:

Quimica. Johanna Donado Moncaleano
Coordinadora del area de aplicaciones cosméticas

Es necesario que lea esta informacion de forma cuidadosa y completa. Por favor, firme al final
del documento, indicando que asi ha leido y comprende su informacién. Es importante que
pregunte y aclare dudas.

Obijetivo del estudio

Evaluar la efectividad antibacterial del jabdn con extractos citricos contra el triclosan en manos
del personal que labora en Protécnica Ingenieria

Introduccion

Con el presente estudio se usara una metodologia no invasiva para comprobar la eficacia del
efecto antibacterial de tres jabones antibacteriales formulados con diferentes activos. Su efecto
sobre la piel de las manos estéa relacionado con la capacidad de sus componentes disminuir
significativamente la presencia de microorganismos en las mismas. La informacion sera obtenida
a partir de analisis microbioldgico realizado a las muestras tomadas mediante un hisopado antes y
después del lavado de manos con el producto a evaluar.

Diferentes estudios han demostrado que muchas enfermedades causadas por microorganismos se
deben a una higiene deficiente de las manos. Con el propdsito de minimizar estas enfermedades,
se viene haciendo uso de los Ilamados jabones antibacteriales los cuales en su mayoria emplean
como activo el Triclosan, sin embargo, algunos estudios indican que el triclosan puede inducir
resistencia en los microorganismos y tener efectos perjudiciales sobre la salud de los humanos.
Lo anterior plantea la necesidad de buscar nuevas alternativas de ingredientes activos funciones
a emplearse en jabones antibacteriales. Entre los cuales el presente estudio plantea 2 extractos
citricos como ingredientes de origen natural.

¢Habra remuneracion economica por mi participacion?
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Usted no se verd sometido a ningun gasto durante el estudio. El producto se le entregara sin
ningun costo. Sin embargo, cabe aclarar que usted no recibira ningn tipo de remuneracién
economica.

¢ Cuéntas personas se espera que participen en este estudio?

Por ser un estudio interno, solo participara personal de la compafiia, correspondiente a 27
voluntarios de 3 areas diferentes de la compafiia.

Duracion del estudio:

El estudio tendra una duracion aproximada de 2 minutos, usted no debera desplazarse a ningun
sitio fuera de la compafiia y solo se realizara por una Unica vez.

¢ Qué pruebas se realizaran?

Se realizard el anélisis microbioldgico a las muestras tomadas mediante un hisopado antes y
después del lavado de manos con el producto a evaluar.

¢ Qué producto me aplicare?

El producto que sera evaluado y aplicado por los voluntarios es una formulacion de tipica de
jabdn antibacterial en la cual sera incluido alguno de los activos a evaluar (tricloson, extracto 1 o
extracto 2). Todos los ingredientes y concentraciones empleados en la formulacion se encuentran
aprobados en el Cosing Cosmetics.

¢ Tienen riesgos las mediciones?

Este estudio no presenta ningun riesgo para su salud, teniendo en cuenta que corresponde a un
procedimiento normal de lavado de manos y el producto solo tendra un contacto con las manos
de 30 segundos, posteriormente sera enjuagado con abundante agua.

¢Como mantendran la confidencialidad de mis datos personales? ;Como haran para que mi
identidad no sea conocida?

La informacion relacionada con su privacidad serd mantenida bajo confidencialidad solo por los
investigadores a cargo, quienes tienen la responsabilidad de cuidar la integridad e intimidad de
los voluntarios.

En la identificacion de las muestras tomadas no sera incluido su nombre o alguna otro dato
personal que lo relacione directamente, ya que el fin de la investigacién es una comparacion entre
los activos evaluados para lo cual la procedencia de las muestras es irrelevante.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO DE LA EFICACIA DEL EFECTO
SEBOREGULADOR DEL HIDRATO TONICO TERMAL CONTROL ACNE

Yo , identificado con la cedula
de ciudadania N° de , EXpreso mi consentimiento para
participar de este estudio. Declaro que he recibido toda la informacion necesaria del mismo
(objetivos, cuidados, remuneracion, efectos adversos). A su vez, la investigadora me ha explicado
que cualquier informacion relacionada con mi identidad sera confidencial y que recibiré copia de
este documento. He tenido la oportunidad de formular todas las preguntas necesarias para mi
entendimiento, concluyendo que el estudio a realizar no implica ningln tipo de riesgo para mi
salud.
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Dejo constancia que mi participacion es voluntaria.

INFORMACION DEL VOLUNTARIO
Nombre

Cedula

Firma

Fecha: Lugar:

NOMBRE DEL INVESTIGADOR
Nombre

Cedula
Firma

Fecha: Lugar:

Fuente: protecnica ingenieria
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