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RESUMEN

El uso de los productos antisépticos topicos, tales como el alcohol en gel
comercializado sin receta, que ofrecen una comoda alternativa cuando no
es posible usar agua y jabon para lavarse las manos tienen la funcién de
eliminar y/o inhibir microorganismos a un nivel aceptable que evite una

infeccion bacteriana en las personas.

Son escasa las investigaciones cientificas de estos antisépticos, es por ello,
la Food and Drug Administration (FDA) solicita datos e informacion
cientifica adicionales para respaldar la seguridad y eficacia de dichos
productos. A causa de ello, el objetivo principal del presente estudio in vitro
es determinar la efectividad antiséptica del alcohol en gel y su relacion con
el tiempo de exposicion. Para ello, con el uso de cepas patdgenas de
Escherichia coli ATCC 8739 y Staphylococcus aureus ATCC 6538 se
realiz6 un analisis microbiolégico en el Laboratorio Productos Jumam
utilizando una prueba de efectividad recomendada por la Official Methods
of Analysis of the Association of Official Agricultural Chemists
(AOAC,1984).

En la evaluacion de la efectividad de los antisépticos se utilizo 15 frascos
de alcohol en gel (marca: AVAL, PREMIUM 1 y Burbuja). La prueba
consistié en la neutralizacion quimica del alcohol en gel en tiempos de
exposicion a los 10, 30, 120 y 300 segundos. Los resultados de esta prueba
mostraron que existen variaciones en la reduccion bacteriana a través del

tiempo.
Se determind que el alcohol en gel presenta una efectividad antiséptica
superior al 99.99% y existe una relacion de tendencia lineal entre la

efectividad y el tiempo de exposicién.

Palabras clave: efectividad antiséptica, tiempo de exposicion, estudio in

vitro, neutralizacion quimica.
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ABSTRACT

The use of topical antiseptic products, such as alcohol gel sold without a
prescription, which offer a convenient alternative when it is not possible to
use soap and water to wash hands have the function of eliminating and / or
inhibiting microorganisms at an acceptable level. avoid a bacterial infection

in people.

There is little scientific research on these antiseptics, which is why the Food
and Drug Administration (FDA) requests additional data and scientific
information to support the safety and efficacy of these products. Because of
this, the main objective of the present in vitro study is to determine the
antiseptic effectiveness of alcohol in gel and its relationship with the time of
exposure. For this, with the use of pathogenic strains of Escherichia coli
ATCC 8739 and Staphylococcus aureus ATCC 6538 a microbiological
analysis was carried out in the Jumam Products Laboratory using an
effectiveness test recommended by the Official Methods of Analysis of the
Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) ,1984).

In the evaluation of the effectiveness of the antiseptics, 15 vials of alcohol
in gel were used (brand: AVAL, PREMIUM 1 and Bubble). The test
consisted of the chemical neutralization of alcohol in gel at times of
exposure at 10, 30, 120 and 300 seconds. The results of this test showed

that there are variations in bacterial reduction over time.

It was determined that alcohol in gel has an antiseptic effectiveness higher
than 99.99% and there is a linear trend relationship between effectiveness
and time of exposure.

Keywords: antiseptic effectiveness, exposure time, in vitro study, chemic

neutralization.
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INTRODUCCION

La flora microbiana de las manos aumenta progresivamente por las
multiples actividades realizadas durante el dia. La higiene de las manos
constituye la medida primaria en la reduccion de la contaminacion cruzada

y en la prevencion de transmision de enfermedades patdgenas.

El alcohol en gel es un excelente producto cosmético antiséptico para las
manos porque su formulacion permite un alto grado de asepsia eliminando
en pocos segundos microorganismos peligrosos a la salud humana.
Estudios han demostrado la efectividad antimicrobiana que se puede
conseguir con una buena higiene de manos utilizando un producto gel a

base de alcohol solo en casos de no poder acceder al lavado de manos.

Actualmente, la existencia de férmulas clandestinas afecta a la comunidad
por utilizar un producto que no cumple con los andlisis y especificaciones
microbioldgicas establecidas para evaluar su efectividad antiséptica.
Para analizar esta problematica es necesario mencionar que la efectividad
antiséptica del alcohol en gel puede verse afectado por multiples factores,
desde su proceso de elaboracion hasta su aplicacion. Uno de los factores
externos que pueden modificar la efectividad antiséptica del alcohol en gel

es el tiempo de exposicidn al instante de su aplicacion.

La presente investigacion, en la fase in vitro, evalué la actividad bactericida
del alcohol en gel (frente a bacterias gram negativas y gram positivas) en
diferentes tiempos de exposicion basado en las recomendaciones de los
paises de alta vigilancia. En las pruebas se utilizé suspensiones de las

cepas patégenas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcion de la Realidad Problemética

Hoy en dia, la poblacion mundial esta expuesta a miles de bacterias y
virus que pueden ocasionar diferentes patologias por medio de las vias
de transmisiéon. Dada esta situacion problematica es necesario conocer
las medidas y acciones de higiene que reduzcan el riesgo de la
propagacion de estas enfermedades 2. Lamentablemente, existe la
falta de sentido de responsabilidad en la sociedad ya que prima la
cultura de no cumplir con las normas de higiene. La correcta higiene de
las manos destaca un rol importante en la prevencién contra el contagio

de enfermedades infecciosas 3*.

Por ello, la proteccion debida y correcta no solo es en dias de crisis,

sino es una necesidad continua y hacernos de nuevos habitos de

14



higiene y proteccion. Para esto, la Organizacion Mundial de la Salud
recomendo la utilizacion del alcohol en gel °. En caso de no tener agua
y jabén, como una alternativa, podemos utilizar el alcohol en gel
(también conocido como gel antiséptico) para limpiarnos las manos ya
gue es una manera rapida y segun estudios demuestran su efectividad

antiséptica 8.

Los antisépticos se usan sobre la piel para eliminar o disminuir la flora
residente y transitoria de la misma, es decir, reducir considerablemente
enfermedades diarreicas, respiratorias agudas, conjuntivitis,
parasitosis, influenza, entre otras enfermedades, asi como prevenir
brotes epidémicos y disminuir el ausentismo escolar y laboral. La
formulacion del alcohol en gel fue desarrollada para la asepsia de las
manos en hospitales, clinicas meédicas y odontolégicas, cocinas
industriales, industrias farmacéuticas, industrias cosméticas, industria

de alimentos y otros establecimientos institucionales 19,

En 2015, la Direccion General de Medicamentos Insumos y Drogas
(DIGEMID), el Ministerio Publico y la Policia Nacional incautaron a un
laboratorio clandestino ubicado en Los Olivos una gran cantidad de
productos de limpieza, higiene personal y cosméticos. Estos productos
eran comercializados pese a ser fabricados y almacenados en
condiciones totalmente inadecuadas cuyo uso podria poner en riesgo

la salud de las personas 12,

Este trabajo surgié por la necesidad de evaluar in vitro la efectividad
antiséptica del alcohol en gel en relacién a distintos tiempos de
exposicion con el objetivo de saber si el alcohol en gel es el mas
propicio para una buena asepsia y si realmente disminuye la carga
microbiana de las manos a niveles aceptados en el tiempo
recomendado por las entidades reguladoras. Para ello, se realizé una

prueba de funcionalidad para determinar si el alcohol en gel disponible

15



en las boticas, es capaz de disminuir el conteo bacterias presentes en

las manos cumpliendo dichos parametros.

1.2 Problemas de investigacién

1.2.1 Problema General
¢,Cual es la relacion entre la efectividad antiséptica del alcohol en gel con
el tiempo de exposicion frente a cepas patdgenas de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus?

1.2.2 Problemas Especificos

1.2.2.1 ¢Cual es la efectividad antiséptica del Alcohol en Gel AVAL
durante diferentes tiempos de exposicidbn, en cepas patégenas de

Escherichia coli y Staphylococcus aureus?

1.2.2.2 ¢ Cuél es la efectividad antiséptica del Alcohol en Gel PREMIUM
1 durante diferentes tiempos de exposicion, en cepas patdégenas de

Escherichia coli y Staphylococcus aureus?

1.2.2.3 ¢Cual es la efectividad antiséptica del Alcohol en Gel Burbuja
durante diferentes tiempos de exposicidn, en cepas patégenas de

Escherichia coli y Staphylococcus aureus?

1.3 Objetivos de lainvestigacion
1.3.1 Objetivo General
Determinar la relacion entre la efectividad antiséptica del alcohol en gel
con el tiempo de exposicion frente a cepas patégenas de Escherichia

coli y Staphylococcus aureus.
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1.3.2 Objetivos Especificos
1.3.2.1 Evaluar la efectividad antiséptica del Alcohol en Gel AVAL
durante diferentes tiempos de exposicidn, en cepas patdégenas de

Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

1.3.2.2 Evaluar la efectividad antiséptica del Alcohol en Gel PREMIUM 1
durante diferentes tiempos de exposicidn, en cepas patégenas de

Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

1.3.2.3 Evaluar la efectividad antiséptica del Alcohol en Gel Burbuja
durante diferentes tiempos de exposicion, en cepas patégenas de

Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

1.4 Justificacion, importancia y limitaciones de la Investigacion
1.4.1 Justificacion de la Investigacion
Hoy en dia, existe una variedad de productos antisépticos para reducir
la flora microbiana, sin embargo, el tiempo de exposicién inadecuado
limita su eficacia y seguridad. Estudios cientificos esclarecen que el
tiempo de exposicidon es uno de los factores influyentes en la efectividad
antiséptica del alcohol en gel. Por tal motivo, se consideré la necesidad
de realizar la presente investigacion determinandose la relacion directa
entre la efectividad antiséptica y el tiempo de exposicion, asi mismo, el
tiempo Optimo de exposicion que asegura la maxima reduccion de

microorganismos.

En la presente investigacion in vitro, desde un enfoque metodoldgico,
aporta significativamente a las industrias farmacéuticas, cosméticas y de
alimentos la implementacién de una prueba de efectividad para
desinfectantes. Con este método se determina los diferentes tiempos en
gue actua los desinfectantes utilizados tanto para manipuladores como

equipos.

17



Mediante esta investigacion in vitro, con un enfoque principalmente
social y préactico, las personas conoceran el modo de aplicar este
producto antiséptico que eliminara el 99.99% de microorganismos en el
tiempo recomendado. Ademas, se educa a los consumidores en adquirir
alcohol en gel en establecimientos formales y que no sean de dudosa

procedencia.

La presencia de posibles bacterias resistentes a la accion del alcohol
etilico puede disminuir la efectividad antiséptica del alcohol en gel, es
por ello, en la presente investigacion in vitro se utilizé cepas patdgenas
responsables de la transmision de enfermedades infecciosas
cuantificandose la efectividad del alcohol en gel y de esta manera se
constato la posible resistencia de dichas bacterias frente al antiséptico,
con lo explicado podemos observar que esta investigacion tiene un
enfoque tedrico porque proporciona informacién necesaria para validar
este argumento planteado que sera de base para posteriores estudios in

VIVO Y Sus respectivos seguimientos a largo plazo de estos productos.

El alcohol en gel es un producto cosmético y como tal debe presentar su
respectivo registro sanitario y datos cientificos adicionales que respalden
la seguridad y eficacia de sus ingredientes activos. Ciertamente, no hay
una normativa nacional para la fabricacion de este tipo de productos,
pero mediante esta investigacion, con un enfoque legal, se utilizd
especificaciones de entidades reguladoras perteneciente a los paises de
alta vigilancia con la finalidad de ayudar a los laboratorios fabricantes a
garantizar que los usos habituales de estos productos no presenten

riesgos de seguridad y eficacia desconocidos.

18



1.4.2 Importancia de la Investigacion
Un producto antiséptico debe demostrar que es eficaz y seguro para el
uso previsto cuando es aplicado de acuerdo a las instrucciones de uso.
Las investigaciones in vivo realizadas en otros paises demuestran su
efectividad biocida a diferentes tiempos de exposicion frente a bacterias
comunes. Por ello, la importancia de esta investigacion radica en la
utilizacién de cepas patdgenas, tiempo 6ptimo de exposicion y el alcohol
en gel de marcas reconocidas que cumplen con las buenas practicas de
almacenamiento pero que aun no han sido objeto de estudio para
evaluar y comprobar su efectividad antiséptica. Con lo detallado
anteriormente, es necesario determinar in vitro la efectividad del alcohol
en gel comercializado en las boticas y de esta manera dar a conocer los
resultados obtenidos para fomentar el control estricto en diversas

entidades que fabrican dicho producto antiséptico.

Gran parte de las técnicas utilizadas para determinar la efectividad
antiséptica son del tipo cualitativas por causa de la viscosidad, sin
embargo, la técnica que se utilizara en esta investigacion para
determinar la efectividad antiséptica pese a las caracteristicas peculiares
del producto a estudiar como la viscosidad, tendra la finalidad de obtener
datos cuantificables. Esta técnica podra ser utilizada para futuras
investigaciones asi mismo implementadas por laboratorios para verificar
la efectividad de sus productos antisépticos con caracteristicas fisicas

similares.

En cuanto a su alcance, podemos ver que esta investigacion abrira
nuevos caminos para estudios posteriores que presenten situaciones
similares a las que aqui se plantea, sirviendo como marco referencial a

éstas.
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1.4.3 Limitaciones de la investigacion
La cantidad de muestras recolectadas fue un limitante en este estudio
porque no garantiza en su totalidad la fiabilidad de los resultados
obtenidos, sin embargo, estas muestras son representativas para poder
darnos una interpretacion generalizada de los resultados del presente
estudio.

La prueba de efectividad antiséptica es aplicada generalmente a
productos liquidos por su facilidad de manejo en el método
microbiolégico, sin embargo, en este estudio se tuvo que adaptar el
método a un producto liquido con elevada viscosidad (gel). Es por ello,

se realizo el andlisis utilizando pesos y no voliumenes.

Los tiempos de exposicion (10, 30, 120 y 300 segundos) utilizados en la
prueba de efectividad fueron controlados utilizando un cronémetro, sin
embargo, es dificil controlar el tiempo exacto en segundos. Es por ello,
el analisis se realizd por duplicado para promediar los resultados y de

esa manera se obtuvo un resultado mas confiable.

El conteo de colonias sobrevivientes en las placas es un limitante en este
estudio porque existen multiples técnicas de conteo exactas o inexactas,
sin embargo, el uso de cuadriculas, conteo por sectores, con lupa entre
otros, son técnicas bastante utilizadas que nos da valores préximos a lo

real.
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CAPITULO Il
HIPOTESIS Y VARIABLES DE LA INVESTIGACION

2.1 Hipétesis de la investigacion
2.1.1 Hipo6tesis general
El tiempo de exposicidon modifica la efectividad antiséptica del alcohol en

gel comercializado en las boticas.

2.1.2 Hipotesis especifica
1.4.2.1 El tiempo de exposicion modifica la efectividad antiséptica del
alcohol en gel AVAL, en cepas patdogenas Escherichia coli y
Staphylococcus aureus.

1.4.2.2 El tiempo de exposicion modifica la efectividad antiséptica del
alcohol en gel PREMIUM 1, en cepas patdégenas Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.
1.4.2.3 El tiempo de exposicion modifica la efectividad antiséptica del

alcohol en gel Burbuja, en cepas patdgenas Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.
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2.2 Variables de la investigacion

2.2.1 Identificacion y clasificacion de variables

VARIABLES

CLASIFICACION

Efectividad antiséptica

Dependiente

Alcohol en gel

Independiente

2.2.2 Operacionalizacion de variables

DEFINICION VALORES
VARIABLES INDICADOR Escala
CONCEPTUAL FINALES
Es la capacidad Logaritmo de las
. antimicrobiana del | Unidades Formadoras de | Reduccion de
Efectividad
L producto Colonias (UFC/g o mL) a UFC Continua
antiséeptica » ) ) i
cosmético alcohol diferentes tiempos de 5 log < efectivo
en gel. exposicion.
Es un producto Muy bueno
Alcohol en gel | cosmético del tipo Marca Bueno Ordinal
antiséptico. Malo

22



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

3.1 Antecedentes de lainvestigacion

3.1.1 A nivel Nacional
3.1.1.1 En la siguiente investigacion realizado por Soto Montoya M. Y.,
Peru (2015) “Determinacion del efecto antimicrobiano in vitro de un
gel elaborado con extracto etandlico de hojas de Senecio
rhizomatus rusby (asteraceae)” para optar el grado de Quimico
Farmacéutico en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, hace
referencia al uso del extracto etandlico de hojas de Senecio rhizomatus
Rusby integrandolo a una formulacion para la elaboracion de un gel con
efecto antimicrobiano. Es asi; que dicho producto elaborado a
concentraciones de 12,5mg/mL y 25mg/mL; se evalu6 su efectividad
biocida mediante el método de difusion en agar, enfrentdndolo a cepas
de Staphylococcus aureus aisladas de muestra clinica hospitalaria y de
la comunidad. En los resultados se observé un halo de inhibicion frente
a las cepas utilizadas, la cual midié 20mm en Staphylococcus aureus de

la comunidad y 18mm en Staphylococcus aureus aisladas de muestras
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clinicas hospitalarias. Se concluyd en este estudio in vitro entonces que
el gel con extracto etandlico de hojas de Senecio rhizomatus Rusby tiene

efecto antibacterial 3.

3.1.1.2 En la siguiente investigacion realizado por Ramos Meléndez A.,
Peru (2014) “Evaluacion in vitro de la efectividad de diferentes
agentes antimicrobianos en la desinfeccion de conos de
gutapercha” para optar el grado de Cirujano Dentista en la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, hizo un estudio in vitro, experimental y
comparativo de la efectividad antimicrobiana de diferentes
desinfectantes (clorhexidina 2%, peréxido de hidrégeno 3%, hipoclorito
de sodio 2,5%, alcohol etilico 70% y yodopovidona 10%) aplicados en
40 conos de gutapercha que se encontraban expuestos de su caja de
empaque de fabrica. Los conos fueron sumergidos en cada solucion de
los desinfectantes durante 10 minutos, transcurrido el tiempo se retiraron
y fueron cultivados en medios de cultivo BHI a 37°C por 24 horas para
comprobar si habia crecimiento de bacterias. En los resultados se
observd que la clorhexidina 2%, peroxido de hidrogeno 3% vy el
hipoclorito de sodio 2,5% presentan una efectividad en la desinfeccion
de los 40 conos, por otro lado, la yodopovidona 10% solo en la mitad de
los casos fue efectiva y el alcohol etilico 70% no demostro eficacia. Se
concluyo que solo la clorhexidina 2%, peroxido de hidrégeno 3% vy el
hipoclorito de sodio 2,5% presentan una similar y 6ptima efectividad en

la desinfeccion de los conos de gutapercha 4.

3.1.2 A nivel Internacional
3.1.2.1 En la siguiente investigacién realizada por Flamenco Santos J.
W., Guevara Avalos G. I., El Salvador (2011) “Formulacién de tres
productos desinfectantes y evaluacion de su actividad
antimicrobiana”, para optar el grado de licenciatura en Quimica y
Farmacia en la Universidad de El Salvador, hace referencia a la

elaboracion de tres desinfectantes a base de Acido peracético 0.26%,
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Glutaraldehido 2%y el otro de Gluconato de clorhexidina 4% a los cuéales
se les evalu6 su efectividad antimicrobiana utilizando el método de
dilucion-neutralizacion. Los resultados indicaron una reduccion
logaritmica superior a cinco, demostrando la actividad microbicida
ejercida por los desinfectantes expuestos a los microorganismos. Se
concluy6 en esta investigacion que los desinfectantes elaborados son
efectivos frente a los microorganismos: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomona aeruginosa, Salmonella choleraesuis y Listeria
monocytogenes, porque demostraron una reduccién superior a 5
logaritmos, cumpliendo con las especificaciones de la norma europea
UNE-EN 1040:2006 *°.

3.1.2.2 En la siguiente investigacion realizada por Alvarado D., Garcia
Jorge D., Arias Echandi M. L., Costa Rica (2010) “Evaluacion de la
efectividad del alcohol-gel en la desinfeccion de manos y su
estabilidad a través del tiempo”, esta revista biomédica que fue
publicada por la Facultad de Microbiologia en la Universidad de Costa
Rica, se estudio la comparacion de la efectividad antiséptica entre 2
geles de marcas diferentes (distribuidas comercialmente y sin especificar
su concentracion final de alcohol) y el alcohol liquido con una
concentracion al 70%, en 5 tiempos de exposicién diferentes. Se aplicd
el alcohol en gel y el alcohol liquido a una muestra de 10 personas
seleccionadas aleatoriamente.

Se concluyé en esta investigacion in vivo que la forma de presentacion
del alcohol, sea de forma liquida o de gel, no interfiere en la eliminacién
y/o inhibicion bacteriana, ademas que el tiempo de exposicion 6ptimo
para lograr una maxima reduccion bacteriana es de 30 segundos para el

alcohol en gel 18,
3.1.2.3 En la siguiente investigacion realizada por Rodriguez Merchan K.

E. y Rueda Buitrago J. G., Colombia (2009) “Evaluacion de la
efectividad en guantes del producto Clean Hands® bajo
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condiciones de uso en laboratorio clinico del Hospital de Suba
E.S.E”, para optar el grado de Microbi6logo Industrial en la Pontificia
Universidad Javeriana, evalud la efectividad del alcohol en gel durante
la desinfeccién de los guantes del personal del laboratorio clinico del
Hospital de Suba E.S.E. Realiz6 3 pruebas usando la técnica de
hisopado y recuento en placa. Se concluy6 que el uso de alcohol en gel
reduce significativamente las unidades formadoras de colonias (UFC),

de hongos y bacterias, tanto para guantes como para manos *’.

3.1.2.4 En la siguiente investigacion realizada por Marin Diaz J. C.,
Navarro Pefia N. F. y Santos Arévalo N., Colombia (2008) “Evaluacién
del método dilucion neutralizacién aplicado a un desinfectante
segun la norma técnica colombiana 5473 de 2007”, para optar el
grado de Microbiologo Industrial en la Pontifica Universidad Javeriana,
hace referencia a la importancia de aplicar métodos confiables y seguros
gue demuestre la efectividad de los desinfectantes basado en la Norma
Técnica Colombiana 5473. El estudio se realizO en temperaturas
controladas y se evalué a cuatro tiempos de exposicion entre el
desinfectante y los microorganismos (0, 2, 5 y 10 minutos). Las seis
repeticiones en el ensayo dieron resultados que demostraron una
disminucion logaritmica superior a cinco, evidenciando la actividad
antibacteriana ejercida por el desinfectante segun los limites
establecidos por la norma. Se concluyd, la aplicacién del método dilucion
neutralizacion segun la norma técnica colombiana 5473 es seguro y

eficaz para evaluar la efectividad bactericida de los desinfectantes 18,

3.1.2.5 En la siguiente investigacion realizado por Gallardo Troncoso M.
D., Chile (2006) “Accion antimicrobiana de un desinfectante de uso
industrial y doméstico sobre cepas de Staphylococcus aureus Y
Escherichia coli” para optar el grado de Ingeniero en Alimentos en la
Universidad de Chile, hace referencia a la efectividad antimicrobiana que

debe presentar todo desinfectante de uso industrial y doméstico, para
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ello realiz6 un estudio comparacion in vitro del desinfectante a diferentes
tiempos de exposicion y concentracion frente a cepas bacterianas de
Staphylococcus aureus salvaje, Staphylococcus aureus ATCC 25922,
Escherichia coli salvaje y Escherichia coli. Los resultados obtenidos
fueron expresados en funcion de: velocidad especifica de muerte,
eficiencia germicida porcentual (%) y el tiempo de reduccion decimal.
La eficiencia germicida in vitro del desinfectante a 400ppm frente a cada
una de las cepas utilizadas en la evaluacion fue de 99,999% a los 15
minutos pero en el Staphylococcus aureus salvaje se observd un
99,850% de eficacia a la misma concentracion y tiempo de exposicion.
Se concluyo en esta investigacion que el desinfectante de uso industrial
y doméstico presenta efectividad antimicrobiana frente a las cepas
bacterianas. Ademas, se demostré que la cepa de Staphylococcus
aureus salvaje y ATCC 29213 es mas resistente que la Escherichia coli
salvaje y ATCC 25922 19,

3.2 Bases Tedoricas
3.2.1 Antisépticos
Los antisépticos son compuestos quimicos biocidas de naturaleza
inorganica u organica comercializados en diferentes presentaciones,
como soluciones, geles, jabones, spray o toallitas con una
formulacién para aplicacion topica sobre tejidos vivos (mucosa, piel
intacta, heridas, etc.) con la finalidad de inhibir o eliminar, al no tener
una actividad selectiva, la proliferacibn de microorganismos
patdgenos y no patdgenos (microbiota transitoria), asi que constituye
un método de rectificacion del lavado de manos y permite disminuir
los riesgos de infeccion asociada a la colonizacion de las heridas por

parte de esta flora, inocua en primera instancia 31420,
Terapéuticamente hablando, el rol de los antisépticos es el de

coadyuvar con los medios naturales de defensa de la piel en el

control de la microflora residente y transitoria siendo uno de los
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factores causante de las infecciones cutaneas. Dicho esto, es
necesario enfatizar que se producen el minimo de irritaciones y

resequedad de la piel utilizando estas preparaciones 1320:21,

Algunos de los antisépticos son aplicados sobre la piel intacta o
membranas mucosas, quemaduras, laceraciones o heridas abiertas
para la prevencion de infecciones cruzadas en los centros de salud

y evitar la transmision de enfermedades dentro de la comunidad
13,14,16,20_

La accién antimicrobiana de los antisépticos puede variar de un
producto a otro en su espectro de accion, el tiempo que inicia su
activacion, el tiempo que dura su actividad biocida, el efecto del
residuo, toxicidad, capacidad de penetracion y posibles materiales

gue modifican o inactivan a los antisépticos 31421.22,

- Selecciébn de un agente antiséptico de manos y sitios de
intervencidn quirdrgica. En el ambito hospitalario, las manos
y los sitios de intervencion quirargica son desinfectados para
reducir mediante la eliminacion y/o inhibicion de la flora
residente y transitoria (p.ej., Streptococcus pyogenes) y los
Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa
resistentes a la meticilina, que presentaron una implicancia en
infecciones hospitalarias. Se ha demostrado que el uso de
antisépticos para la desinfeccion de manos es mas efectivo
gue el uso de agua y jabon para la reduccion del recuento de
bacterias en la piel; el uso repetido de antisépticos reduce aun
mas el recuento. En la industria farmacéutica, por ser un rubro
donde tener un proceso de desinfeccién es importante y
necesario, estos principios pueden ser aplicados a los

operadores de los cuartos limpios 142122,
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Los antisépticos mas comunes contienen en su composicion
hexaclorofeno al 3%, clorhexidina al 4%, alcohol isopropilico
al 70%, clorhexidina al 0,5% en alcohol al 95% y povidona

yodada al 10% 1421.22,

3.2.1.1 Condiciones ideales de los Antisépticos.

- Aun estando diluido presenta una elevada actividad antibacteriana

- A baja concentracién debe tener un amplio espectro de accion
sobre diferentes tipos de microorganismos (Gram positivas, Gram
negativas, micobacterias, virus, hongos).

- Ser un agente microbicida mejor que bacteriostatico y producir la
muerte de microorganismos en forma gradual y en un corto
tiempo.

- Presentar una estabilidad Optima por varios meses
permaneciendo activo en sus preparados comerciales.

- Mantener estable su efectividad en presencia de materia organica
y otros factores.

- Poseer una homogeneizacion uniforme en el diluyente para que
el ingrediente activo tenga la misma concentracion en toda su
masa.

- Debe ser de preferencia soluble en soluciones acuosas porque
penetrarian mejor los exudados, el pus, la sangre, etc., donde
podria haber microorganismos.

- Presentar una baja tension superficial y viscosidad para que
penetre facilmente las membranas de la piel.

- Ser compatibles con otros productos.

- No ser toxico e irritable para los tejidos humanos y animales.

- No ser corrosivo, ni teflir el material que se trate.

- Sus propiedades organolépticas (olor, sabor, etc.) no deben ser
desagradables.

- No debe inducir ni desarrollar resistencia 1417,
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3.2.1.2 Clasificacion de Antisépticos

Los antisépticos quimicos se clasifican dependiendo de su
composiciéon quimica. Esto incluye a los alcoholes, aldehidos,
peréxidos, halégenos, compuestos de amonio cuaternario y

compuestos fendlicos %223,

3.2.1.2.1 Alcoholes
Son compuestos quimicos organicos, incoloros, volatiles e
higroscoépicos. EIl etanol (alcohol etilico) e isopropilico,
solubles en agua, son los alcoholes més utilizados y tienen
propiedades desinfectantes y antisépticas. Presentan una
mejor y rapida accion bactericida, mas que su accion
bacteriostatica, sobre formas vegetativas de bacterias; son
fungicidas y virucidas pero no destruyen las esporas
producidas por las bacterias. Su actividad antiséptica
disminuye notablemente al diluir su concentracién por debajo
de 50% 4 siendo la concentracion bacteriana éptima en un
rango del 65% al 95%, segln la FDA 2. Se estima que la
maxima eficacia del alcohol se da a una concentracion de
70%, segln la Organizacion Mundial de la Salud 5. Las
elevadas concentraciones de alcohol, siendo un factor
influyente, pueden deshidratar a los microorganismos y los
conservan en vez de destruirlos. Los alcoholes pueden ser
utilizados como vehiculo de otros antisépticos o

desinfectantes 22:23,

- Mecanismo de accion
Los alcoholes actian destruyendo a nivel de la membrana
celular y desnaturalizan las proteinas. La presencia de agua
influye en su eficacia, porque estos compuestos acuosos
ingresan con mayor facilidad en las bacterias y células

permitiendo asi un trastorno a la membrana celular y una
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desnaturalizacion de las proteinas aproximadamente a los 15
segundos de exposicion 6, interfiriendo posteriormente en el
metabolismo vy lisis celular, aunque no tiene efecto
persistente. Por ello, presenta una potencia intermedia
bactericida, frente a las bacterias patbgenas comunes Gram+

y Gram- a una determinada concentracion 422:23,

3.2.1.2.2 Agua oxigenada (perdxido de hidrogeno)
La solucién de peréxido de hidrégeno es un agente quimico
liguido bastante estable e incoloro a temperatura ambiente
soluble en agua y muy empleado como antiséptico a
diferentes concentraciones considerado el antiséptico y
desinfectante mas natural, pero actualmente ha caido en
desuso, debido a que puede ser descompuesta por algunas
bacterias resistentes de accién catalasa y peroxidasa
ocasionando una duracion corta de accién. Sin embargo, el
agua oxigenada es bastante utilizada para la limpieza de
heridas, también tiene la ventaja de ser coagulante en casos
de pequefias hemorragias. La dilucion del agua oxigenada es

utilizada en afecciones bucales o de garganta 1423,

- Mecanismo de accion
El peroxido de hidrégeno (H20:) tiene efectos oxidantes por
producir OH- y radicales libres, estas moléculas atacan
dirigiendose a los componentes esenciales de los
microorganismos como los lipidos, proteinas y ADN. La
liberacibn de moléculas de oxigeno O: por las catalasas
tisulares, actuan impidiendo la activacion de esporas de los
anaerobios. Por ello, la solucion de agua oxigenada presenta
un amplio espectro de accion bactericida, bacteriostatico o
esporicida segun la concentracibn y condiciones de

utilizacion. En general, presenta mayor actividad bactericida
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frente a Gram- que Gram+. Frente a hongos, esporas y

algunos virus su accién es un poco mas lenta 1423,

3.2.1.2.3 Compuestos yodados
Los compuestos yodados (por ejemplo: la yodopovidona,
solucién de yodo al 5% vy la tintura de yodo) son agentes
oxidantes, combinandose irremediablemente con residuos de
tirosina de las proteinas. Actlan precipitando las proteinas y
acidos nucleicos de los microorganismos. Alteran la
estructura de las membranas celulares al unirse a los enlaces

C=C de los &cidos grasos 422,

- Povidona yodada
Es un portador de yodo denominado polividona, povidona o
iodopolivinilpirrolidonar a los productos formados por una
solucion de povidona y yodo molecular, generalmente a una
concentracion del 10%. Este producto es empleado
frecuentemente como antiséptico, principalmente para el
tratamiento de cortes menores en la piel. El yodo forma un
complejo con el nitrogeno pirrolidona de la povidona
(polivinilpirrolidona). Tiene el objeto de prevenir los efectos
toxicos del yodo. Las concentraciones utlizadas son
generalmente del 2% al 10% teniendo un rango de actividad
amplio. Actda por liberacion lenta del yodo causando
oxidacion téxica y reacciones de sustitucion en el interior del

microorganismo 422,

La yodopovidona presenta una efectividad antiséptica frente
a bacterias Gram-, Gram+, hongos, virus y micobacterias. Su
accion es rapida con una duracion de varias horas. Actla
disminuyendo los requerimientos de oxigeno de los

microorganismos aerobios, interfiriendo la cadena respiratoria
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blogueando el transporte de electrones a través de reacciones

electroliticas con enzimas 1422,

3.2.1.2.4 Nitrato de plata
Los compuestos de plata son utilizados como agentes
antimicrobianos, principalmente para el tratamiento de las
guemaduras. Tanto el nitrato de plata como la sulfadiazina de
plata son los mas ampliamente utilizados como antisépticos.
Las sales de nitrato de plata (AgNO3) presentan un potencial
antimicrobiano que dependiendo de su concentracion
destruyen una gran parte de microorganismos. Estos
compuestos son sélido inodoro, blanco o transparente que se
vuelve gris en contacto con la luz y la materia orgéanica. Es
soluble en agua, alcohol y ligeramente soluble en éter. Una

solucién acuosa del producto presenta un pH de 5.5 1422,

Presente una buena efectividad frente a bacterias Gram-
(principalmente Pseudomonas, Proteus y Neisseria
gonorrhoeae). Poco activo frente a bacterias Gram+, sin
embargo, posee una buena actividad frente a hongos y
moderada frente a virus. No posee actividad frente a
micobacterias ni endosporas bacterianas. Segun las
concentraciones utilizadas actia como bacteriostatico o

bactericida 1422,

- Mecanismo de accion
La plata esta estrechamente relacionado a la interaccion de
los iones plata con grupos sulfihidrilo (-SH), y esta actividad
antimicrobiana dependera de bajas concentraciones de iones

plata en una acumulacion intracelular, que interactdan con las
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proteinas, enzimas Yy acidos nucleicos ocasionando
alteraciones estructurales en la membrana celular, pared

celular bacteriana y acidos nucleicos afectando su viabilidad

14,22

3.2.1.2.5 Cloruro de benzalconio
El cloruro de benzalconio es un compuesto quimico del tipo
amonio cuaternario de uso topico (se aplica sobre la piel)
destinado a la limpieza de lesiones superficiales y heridas
infectadas. También se le conoce como cloruro de

alquildimetilbencilamonio o cloruro de zephira 422,

Es utilizado como medida en la prevencion de infecciones en
la piel intacta y en las membranas de mucosas, asi como en
el tratamiento de la queratoconjuntivitis (alteracién que se
produce cuando la superficie del ojo se encuentra seca debido
a falta de lagrimas, ocasionando irritacion e inflamacion).
También es un espermicida (inhibe la actividad de los

espermatozoides) efectivo y se usa como anticonceptivo 142%-
24

El  cloruro de benzalconio presenta diferentes
concentraciones, a veces disuelto en alcohol (tintura) o agua
(solucién acuosa), y puede ser aplicado en mucosas, heridas
o sobre piel sana previo a una cirugia. Antes de su aplicacion,
la piel tiene que ser lavada delicadamente y los restos de
jabén enjuagarse con cantidad suficiente de agua, ya que éste
puede anular la accidén antiséptica. Es muy raro que genere

alergia 142224,

Posee propiedades antimicrobianas frente a bacterias Gram+,

pero con una minima efectividad frente a bacterias Gram-,
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particularmente Pseudomonas, ya que ejerce su accion sobre
la membrana celular de las bacterias alterando su

permeabilidad 142224,

3.2.1.2.6 Clorhexidina
Considerado un antiséptico de prescripcion profesional.
Utilizada en la medicina odontolégica como un antiséptico de
uso toépico (aplicado en la encima) para las lesiones leves de
la mucosa bucal, también es utilizado para el tratamiento de
la gingivitis y periodontitis (enfermedades de las encias) y
para la prevencion de infecciones durante o después de
intervenciones que impliquen operatoria o cirugia bucal

(exodoncias o extracciones) 14:20.22-25,

Las presentaciones mas comunes de la clorhexidina para su
aplicacibn en la odontologia, son colutorios en varias
concentraciones (por ejemplo, al 0.2%, 0.12% y 0.10 %), asi

como también en forma de geles, sprays y pastas dentales

14,20,22

Presenta una afinidad por las estructuras que se encuentran
cargadas negativamente debido a su carga positiva. Los
tejidos dentarios y componentes peri-dentarios (mucosa
bucal, mucina salival y pelicula dental) se encuentran con
carga negativa, de tal modo que la clorhexidina se une a estas
estructuras, y se libera al medio bucal por 6 a 8 horas posterior
a su aplicacion, lo que se llama sustantividad 42023,

Las bacterias generalmente presentan carga negativa, de tal
modo que la clorhexidina también se une a ellas,
especificamente en su pared bacteriana, que es una

estructura de vital importancia para la vida de los
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microorganismos. En primera instancia este antiséptico es

bactericida, es decir, produce la muerte de las bacterias.

En segunda instancia, a una concentracion disminuida
(debido a la sustantividad, la concentracion va bajando
paulatinamente) es considerado un agente bacteriostatico, o
sea no produce la muerte a las bacterias, pero impide su
reproduccion; las bacterias envejecen y mueren sin dejar

descendencia 1420.22.23

3.2.1.2.7 Violeta de genciana
La Violeta de Genciana también denominada con otros
nombres: Cristal Violeta o Violeta de Metilo. Es un colorante
con actividad antiséptica frente a bacterias gram+,
especialmente Staphylococcus sp. y algunas levaduras
patégenas como Candida sp., siendo mucho menos efectivo
frente a bacterias gram- y totalmente ineficaz en el caso
esporas bacterianas. Un pH acido (cambios en la acidez de la
piel) o por contacto con materia organica (las proteinas
disminuyen su actividad antiséptica por tal motivo no debe
emplearse para su aplicacion una torunda de algodén que
haya sido previamente utilizada) asi como en combinacion
con preparados que contengan en su composicién Bentonita
y Zinc, ya que disminuyen su efectividad antiséptica. La
solucién preparada a concentraciones entre el 0,5% y el 1%
son utilizadas generalmente en infecciones dérmicas
sensibles al Violeta especialmente en Candidiasis. En
Onicomicosis la duracion del tratamiento tiene una duracion
aproximada de 12 meses y como fungicid, los tratamientos
pueden durar hasta 4 semanas. Probablemente pueden llegar
a producir pigmentacion permanente si se aplica sobre

heridas. Se ha comprobado su accién carcinogénica en
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animales, por lo que debera usarse con precaucion en el

hombre 19,22,24,25_

3.2.1.2.8 Derivados del mercurio
Los més habituales son tiomersal (solucion al 0.1%) y merbromina
(al 2%), que se utilizan para desinfectar la piel raspada, aunque

pueden producir irritacion notable 2%:22:25,

3.2.1.2.9 Permanganato potasico o de potasio
No es tan comdn como los anteriores, pero es de utilidad para
prevenir infecciones por hongos (tifias) e incluso detenerlas en

sus primeras etapas 2122:2°,

3.2.1.3 Factores que influyen en la efectividad del antiséptico
La Organizacion panamericana de la salud (OPS) indica que hay
factores que aumentan la eficacia de la desinfeccion y la primera
es la limpieza previa. La eficacia de los desinfectantes depende de
una serie de factores, donde la concentracion, temperatura y
tiempo de contacto son de primera importancia. Los factores mas

importantes son 1417.22-24;

Entonces, la eficacia de un antiséptico depende de su actividad
biocida intrinseca, la concentracion del antiséptico, el tiempo de
contacto o de exposicion, la naturaleza de la superficie
desinfectada, la dureza del agua usada para diluir el antiséptico, la
cantidad de material organico presente en la superficie, y el tipo y

la cantidad de microorganismos presentes.
- Condiciones de crecimiento

Los desinfectantes deben tener el mas amplio espectro posible de

actividad en contra de virus, bacterias, hongos y esporas. Y
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deberan tener una accion biocida en contra de los microorganismos
en una variedad de condiciones y estadios de crecimiento.

La cantidad de microorganismos, influye en la eficacia biocida del
antiséptico, por lo que es importante reducir esta carga con el

lavado de manos clasico con agua y jabén 1417.22-24,

Cepas Microbianas

La actividad de los antisépticos depende en gran parte de la
resistencia de los microorganismos de prueba. Suelen emplearse
cepas representativas, procedentes de colecciones
internacionales, cuya estabilidad genética esta controlada para asi

poder estandarizar mas los métodos de estudio 142224,

Sustancias interferentes
Las eficiencias de los desinfectantes se reducen con la presencia
de sustancias interferentes, especialmente materia organica o

inorgéanica, por dos principales causas 142224

La materia organica puede actuar no especificamente con el
desinfectante consumiendo parte del producto aplicado, lo que
hace disminuir su concentracion efectiva, por lo que se evidencia

una pérdida de potencial biocida 14172224,

Algunos desinfectantes pueden ser también afectados por materias

inorganicas, como las sales presentes en el agua dura 142224,
Ademas, en una forma no reactiva, la materia organica e inorganica
forman una barrera protectora, de tal manera, que los

microorganismos son protegidos de sus efectos 14:17:22.24,

pH
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Los desinfectantes pueden verse afectados por el pH del agua en
que se diluyen, por lo que s6lo deberan ser utilizados en el intervalo
de pH especificado por los productores. El pH afecta tanto la carga
superficial de los microorganismos como el grado de ionizacién del
producto. Las formas ionizadas de los productos pasan mejor las
membranas bioldgicas, y por lo tanto, son mas efectivos, por lo que
agentes aniénicos pueden ser mas efectivos a pH acido y agentes

catiénicos a pH alcalinos 417.22-24,

Temperatura

Los antisépticos deberan ser efectivos a temperaturas minimas de
aproximadamente 5°C, que son temperaturas propias de la
refrigeracion, y maximas de hasta 55°C, asi mismo, para la mayoria
de los usos deberan mantener su nivel de accion a temperatura
ambiente. Por lo general, al aumentar la temperatura aumenta la
eficacia de los desinfectantes. Para muchos productos el aumento
de 10° C supone duplicar la tasa de mortalidad. Pero con el fenol,
este mismo aumento representa aumentar de 5 a 8 veces la

eficacia 1417.22-24,

Tiempo de contacto

Para la reaccion entre el antiséptico y los microorganismos es un
requisito indispensable el contacto entre ambos. Para ello, un
tiempo de contacto suficiente es critico para asegurar la asepsia en
la mayoria de los casos, siendo generalmente aceptado un minimo
de 30 segundos. Generalmente al aumentar el tiempo de contacto,

aumenta la tasa de letalidad 1417.22-24,

Concentracion
La relacion entre la muerte microbiana y la concentracion del
antiséptico no es lineal. Inicialmente, la poblacion microbiana es

dificil de matar a concentraciones bajas, pero a medida que se
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elevan se alcanza una maxima mortalidad. Mas alld de esta
concentracion, los microorganismos se vuelven mas resistentes
con lo que sobrevive un namero variable. Es importante, por lo
tanto, utilizar las concentraciones recomendadas por los
productores ya que los cambios a estas recomendaciones pueden

no resultar en mejores efectos 1417:22-24,

Concentracion y Tiempo de contacto

La actividad del desinfectante es proporcional a la concentracion y
al tiempo

de accion, de acuerdo con la ley establecida por Watson (1908):
C'xt=K

C: concentracion del desinfectante

K: constante.

T: tiempo necesario para una accion letal.

n: exponente de concentracion.

Resistencia microbiana a los antisépticos

El desarrollo de resistencia microbiana a los antibioticos es un
fendmeno ampliamente descrito. El desarrollo de resistencia
microbiana a los antisépticos es menos probable que ocurra a
niveles significativos, ya que los desinfectantes son agentes
biocidas mas poderosos que los antibidticos. Ademas, se aplican
normalmente en mayores concentraciones contra poblaciones de
microorganismos mas bajas que, por lo general, no estan en
crecimiento activo; es por ello que la presion selectiva para el
desarrollo de resistencia es menos profunda. Sin embargo, los
microorganismos asilados con mayor frecuencia de un programa
de desinfeccion para comprobar su susceptibilidad ya que hay
diferencias reales entre las especies distintas con respecto a su

resistencia a los efectos letales de sanitizantes diferentes 22-24,
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3.2.1.4 Prueba del desafio de antisépticos

Conforme a la Agencia de Proteccién Ambiental (siglas en inglés,
EPA) exige que las empresas que registran productos plaguicidos
antimicrobianos para la salud publica, incluyendo desinfectantes,
agentes sanitizantes, agentes esporicidas y esterilizantes,
garanticen la seguridad y eficacia de los productos antes de su
venta o distribucion. Las empresas que registran estos productos
deben declarar la composicion quimica del producto, incluir datos
toxicolégicos para documentar que el producto es seguro si se
emplea segun las instrucciones de la etiqueta, incluir datos de
eficacia para documentar la efectividad declarada contra
organismos especificos y para respaldar las instrucciones de uso
del etiguetado, y deben ademas presentar un etiquetado que refleje
los elementos que se requieren para el uso efectivo y seguro del
producto. Si bien estas instrucciones proveen informacion valiosa,
es probable que no sean de utilidad en relacién con el uso de estos
productos como desinfectantes en un entorno de fabricacion 2324,

En los Estados Unidos, la AOAC International publica los métodos
oficiales de prueba de desinfectantes, que incluyen la Prueba de
Coeficiente de Fenol, la Prueba del Método de Dilucion de Uso, el
Método de Portador en Superficie Dura y la Prueba de Portador de
Esporicida. El estudio cientifico que se someta a revision de la EPA
para obtener el registro del desinfectante debe conducirse en las
instalaciones de un laboratorio que cumpla con las normas de
Buenas Practicas de Laboratorio (GLP, por sus siglas en inglés,
descritas en 21 CFR 58). Para demostrar la eficacia de un
desinfectante en un entorno de fabricacibn de productos
farmacéuticos puede considerarse necesaria la realizacion de las
siguientes pruebas: (1) pruebas de dilucién de uso (analizar la
eficacia de los desinfectantes a varias concentraciones y tiempos
de contacto contra una amplia variedad de organismos estandares

de prueba y aislamientos ambientales); (2) pruebas de desafio de
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superficie (usando microorganismos estandares de prueba y
microorganismos que son aislamientos ambientales tipicos,
aplicando desinfectantes sobre las superficies a la concentracion
de uso seleccionada y durante un tiempo de contacto especificado
y determinando la reduccién del logaritmo de los microorganismos
de desafio); y (3) una comparacién estadistica de la frecuencia de
aislamiento y numeros de microorganismos aislados antes y
después de la implementacion de un nuevo desinfectante. Esto se
considera necesario ya que, segun lo establecido por las normas
de Buenas Practicas de Fabricacion (GMP, por sus siglas en
inglés), los pasos criticos de un proceso, como la desinfeccion de
areas de procesamiento aséptico, requieren validacion, y porque
los requisitos de registro de la EPA no incluyen instrucciones sobre
como usar los desinfectantes en las industrias farmacéutica,
biotecnolégica y de dispositivos médicos. Para las pruebas de
desafio de superficie, los organismos de prueba se enumeran por
medio de métodos de hisopado, enjuague de superficie o placa de
contacto. Los neutralizantes que inactivan desinfectantes deberian
incluirse ya sea en el diluyente o los medios microbianos usados

en el recuento microbiano o en ambos 23:24,

La prueba de eficacia de desinfectantes debe tener un criterio de
aceptacion realista. En la practica, es necesario inocular una
cantidad suficiente de organismos en un cuadrado de 2 pulgadas x
2 pulgadas de la superficie que esta siendo descontaminada, es
decir, un cupén (coupon), para demostrar una reduccion de al
menos 2 log (para esporas bacterianas) a 3 log (para bacterias
vegetativas) durante un tiempo de contacto predeterminado (es
decir, 10 minutos por encima de la recuperacion observada con la
aplicacion de un desinfectante de control). La eficacia de los
neutralizadores y su capacidad para recuperar del material los

microorganismos inoculados deberia demostrarse durante los
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estudios de dilucion de uso o de desafio de superficie. Es
importante recordar que los desinfectantes son menos efectivos
contra los numeros mas altos de microorganismos usados en las
pruebas de desafio de laboratorio que contra los numeros
encontrados en cuartos limpios; que los inéculos de la fase de
crecimiento  logaritmico, comunmente empleados en los
laboratorios, son mas resistentes, salvo las esporas que se forman
durante la fase estacionaria, que aquellos de un cultivo estacionario
0 en extincion o que los organismos bajo estrés en el ambiente; y
gue los microorganismos pueden eliminarse fisicamente durante la

aplicacién del desinfectante en el area de fabricacion 2324,

3.2.1.5 Métodos para evaluar la efectividad de los antisépticos
Una concentracion recomendada y demostrada permite obtener
una oOptima efectividad del antiséptico y es observable porque
reduce rapidamente el nimero de microorganismos patégenos y no
patdbgenos a niveles que sean seguros para la salud publica.
Generalmente se pueden tener en cuenta tres aspectos para la
evaluacion de un producto: la eficiencia inmediata de la formulacion
(hace referencia a la remocién mecéanicay la inactivacion inmediata
de microorganismos), constancia antimicrobiana duradera de la
efectividad (es la capacidad que presenta el producto para prevenir
la recolonizacibn microbiana en la superficie después de la
aplicacibn del producto) y las propiedades residuales
antimicrobianas de la formulacién. Para poder llegar a evaluar
estas caracteristicas se emplean los métodos que se exponen a

continuacion 16-18.24.26,

3.2.1.5.1 Coeficiente Fendlico
La determinacion del coeficiente fendlico es una técnica de
estandarizacién para determinar la eficiencia bactericida de un

compuesto quimico con relacion al fenol 16:17:18.24.27,
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Es una indicacion tedrica y aproximada acerca del grado en que
un producto desconocido tiene menor actividad desinfectante
frente al fenol. Es un procedimiento de dilucion en tubo en el cual
se recomienda preparar al menos tres diluciones de la muestra: la
gue proporciona el fabricante, una mas concentrada y una menos

concentrada 16-18.24.27

Se valoran las muestras luego de cinco, diez y quince minutos de
exposicion. Esta técnica es viable cuando se van a evaluar
desinfectantes cuyo mecanismo sea semejante al del fenol, es
decir, que la muerte de la totalidad de los microorganismos se dé
a los diez minutos de exposicion y no antes. Los riesgos mas
frecuentes en esta prueba son: la existencia de microorganismos
con diferencias en su susceptibilidad al fenol y que la temperatura
a la cual se realiza la prueba sea diferente a la temperatura con la

gue se utiliza el desinfectante 16-18,

3.2.1.5.2 Recuento en Placa
Las diluciones sucesivas de la suspension del microorganismo se
incorporan en un medio de cultivo sdlido junto con una
concentracion del desinfectante para luego ser incubado.
Después del periodo de incubacién se observa la ausencia o
disminucién del crecimiento de microorganismo sobreviviente en
las placas Petri. Con el resultado obtenido del recuento en placa
se puede determinar la minima concentracién inhibitoria en la que
actua el desinfectante sobre una determinada cantidad de

microorganismos 16-18.24.25,

La técnica se basa en contar las “unidades formadoras de
colonias” o UFC presentes en un gramo o mililitro de muestra. Se
considera que cada colonia que se desarrolla en el medio de

cultivo seleccionado segun los requerimientos de la bacteria
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después de un cierto tiempo de incubacién a la temperatura
adecuada, proviene de un microorganismo o de un agregado de
ellos, de la muestra bajo estudio; ese microorganismo o
microorganismos son capaces de formar la colonia, es decir una
unidad formadora de colonia. Para que las colonias puedan
contarse de manera confiable y lo mas exacta posible, se hacen
las diluciones decimales necesarias de la muestra, antes de
incorporarlas en el medio de cultivo; la técnica para realizar este
procedimiento se describe en “Preparacion y dilucion de muestras

de alimentos para su analisis microbiologico” 171824,

3.2.1.5.3 Filtracién por Membrana
Este método tiene la ventaja de ser rapido su aplicacién porque
pueden obtenerse los resultados en poco tiempo y, en
consecuencia, permitird llevarse a cabo rapidamente acciones
correctivas y operar en la planta de agua de nuevo en forma
normal. Esta técnica puede aplicarse en el andlisis de casi todos
los tipos de agua, también se utiliza en el analisis de leche y otros

alimentos liquidos -8,

Considerado uno de los métodos analiticos mas efectivo para la
evaluacion de la eficiencia de los desinfectantes. Basicamente se
enfrenta directamente una mezcla de células o esporas con el
agente desinfectante a diferentes tiempos de exposicion y
posteriormente su filtracibn por las membranas. Se puede

emplear papel de filtro hUmedo o seco 16-18.24.25,

Los filtros de membrana son filtros de superficie, que muestran
una estructura microporosa precisa. Durante la filtracion las
particulas mayores son retenidas por los poros de la membrana
de forma fiable en la superficie de la misma. Solo pueden pasar

por el filtro las particulas mas pequenias 161825,
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3.2.1.5.4 Técnica de Dilucion en Tubo

Consiste en la dilucién del agente desinfectante o antiséptico. El
mismo volumen de cada dilucién del agente quimico se distribuye
en los tubos estériles, a cada tubo se le agrega la misma cantidad
de una suspension del microorganismo utilizado como prueba en
el método. A determinados intervalos de tiempo se transfiere una
alicuota determinada de cada tubo a otro tubo que contenga
medio de cultivo seleccionado. Estos tubos inoculados se incuban
a una temperatura 6ptima para el crecimiento del microorganismo
utilizado durante 24 o 48 horas. Después de transcurrir el tiempo
determinado se examina el crecimiento del microorganismo
mediante la aparicion de una turbidez en el tubo (crecimiento+) o

ausencia de turbidez (crecimiento-) 16-18.24.25,

Aquellos que presenten crecimiento negativo indican la dilucién a
la cual ese agente quimico elimina al microorganismo utilizado
como prueba cuando este es expuesto al desinfectante durante

determinado tiempo de exposicion 16-18.24,

3.2.1.5.5 Susceptibilidad Microbiana
Se puede realizar mediante el método de difusion en agar,
conocido como el método de Baver & Kirby, se basa en la difusion
gue presenta un agente antimicrobiano, impregnado en un disco
de papel de filtro, sobre la superficie de agar. Se utiliza una
suspension de microorganismo semejante al tubo 0.5 de
McFarland. Se mezclan 0.001 mL de la suspension del
microorganismo con 9 mL de agar licuado y se incorpora en una
placa Petri que contenga el agar nutritivo o BHI, luego de un
periodo de 5 minutos se colocan sobre la superficie del agar los
discos impregnados con las concentraciones del agente quiimico

a ensayatr, iniciando el método por la menos concentrada. Para la
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lectura se miden las zonas de inhibicién alrededor del disco
16,18,24,25,28_

3.2.1.5.6 Neutralizacién por inhibicion quimica
Los neutralizantes mas conocidos son el Caldo Letheen y
Thioglicolato, cumplen la funcién de inactivar quimicamente la
accion de muchos biocidas. Se demostré originariamente la
eficacia de los neutralizantes con Staphylococcus aureus y luego
con otros microorganismos. El Caldo Letheen es efectivo en la
recuperacion de bacterias expuestas a los alcoholes, compuestos
de amonio cuaternario y biguanidas, Por otro lado, el medio
Thioglicolato inhibe la accién quimica de agentes mercuriales. El
uso de estos neutralizantes puede ser conveniente debido a su

accion rapida a pesar de su toxicidad 16.18.24,

Factores que afectan la neutralizacion de los antimicrobianos se
rige bajo cuatro criterios que deben ser tenidos en cuenta en el

disefio de un estudio de neutralizacién 16:18.24;
El neutralizante debe inhibir efectivamente la accién quimica de la

solucion biocida.

El neutralizante no debe ser por si mismo téxico para los

microorganismos de ensayo.

El neutralizante y el agente quimico no se deben combinar para

formar un compuesto toxico.

Estos criterios deben ser demostrados bajo condiciones similares

a las condiciones normales para el empleo del desinfectante.

Métodos para neutralizar las propiedades antimicrobianas
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Se utilizan tres métodos comunes para neutralizar las
propiedades anti microbianas de un producto: inhibicién quimica,

dilucion vy filtracion y lavado.

Inhibicion Quimica

Los neutralizantes conocidos para diversos agentes
antimicrobianos quimicos y la toxicidad informada de algunos
neutralizantes quimicos para microorganismos especificos. Sin
embargo, a pesar de su potencial toxicidad, la conveniencia y
accion rapida de los inhibidores quimicos fomenta su utilizacion.
La inhibicién quimica de bactericidas es el método preferido para
la prueba de eficacia antimicrobiana. El potencial de utilidad de
los inhibidores quimicos se debe considerar en las pruebas de
esterilidad por filtracion por membrana y por transferencia directa.
Los antibioticos pueden no ser susceptibles a la neutralizacion por
medios quimicos, siendo en estos casos Util el tratamiento
enzimatico (p.ej., penicilinasa). Estas enzimas pueden utilizarse

cuando se requieran 1824,

Dilucion

Un segundo enfoque para neutralizar las propiedades
antimicrobianas de un producto es a través de la dilucién, debido
a que la concentracion de un bactericida quimico ejerce un gran
efecto sobre su potencia. La relacién entre la concentracion y el
efecto antimicrobiano difiere entre los agentes bactericidas, pero
es constante para cada agente antimicrobiano. Esta relacion es

de naturaleza exponencial, con la férmula general:

Ct=k

en donde C es la concentracion; t es el tiempo requerido para

matar un indculo estandar; k es una constante; y el exponente de
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concentracion, n, es la pendiente de la grafica del logaritmo de t
en funcion del logaritmo de C. Los agentes antimicrobianos con
altos valores de n se neutralizan rapidamente por dilucién,
mientras que aquellos con valores de n bajos no son buenos

candidatos para la neutralizacion por dilucién 1824,

Filtracion por Membrana

Un enfoque que se utiliza comunmente, especialmente en
pruebas de esterilidad, es la neutralizacion mediante filtracion por
membrana. Este enfoque se basa en la retencién fisica del
microorganismo en la membrana filtrante, mientras que el agente
antimicrobiano pasa a través del filtro hacia el filtrado. Luego se
incuba la membrana para la recuperacion de los microorganismos
viables. Sin embargo, la filtracion sola puede no quitar cantidades
suficientes del agente bactericida como para permitir el
crecimiento de los microorganismos sobrevivientes. La
adherencia de los agentes antimicrobianos residuales a la
membrana puede inhibir el crecimiento. La filtracion a través de
materiales filtrantes de poca capacidad de union, tales como el
difluoruro de ponivinilideno, ayuda a minimizar esta inhibicion de
crecimiento. Ademas, el conservante puede diluirse o eliminarse
del filtro por lavado con un liquido propicio. Los neutralizantes
guimicos en el liquido de enjuague pueden asegurar que los
residuos anti microbianos en la membrana no interfieran con la

recuperacion de microorganismos viables 1824,

3.2.2 Mesofilos Aerobios Totales:
La materia organica a temperaturas que oscilan entre 30 y 40°C

puede descomponer las bacterias mesofélicas 2.

Las bacterias mesofilicas aerobias proporcionan informacion basica

y necesaria acerca del nimero de bacterias viables, por lo que
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representan un recurso importante y adicional para determinar el
grado de exposicion de los alimentos a la contaminacion por
microorganismos. El recuento total de estos microorganismos
representa un respaldo al significado atribuido a los resultados
obtenidos en los analisis de los coliformes. Durante la determinacion
de bacterias mesdfilas aerobias, se observan valores muy variados
dentro de los diferentes lugares de muestreo, esta variacion puede
deberse a factores tales como: la temperatura y el tiempo de

almacenamiento 28,

Las bacterias mesdfilas aerobias son consideradas como un grupo
variado de bacterias capaces de crecer entre 15 y 45 °C, con una
temperatura Optimo de 35°C. La presencia de este tipo de
microorganismos es indicativo basico de la calidad sanitaria de los
productos analizados indicando, ademas de las condiciones
higiénicas de la materia prima utilizada, ademas de la forma como
fueron manipulados. Mediante el recuento de microorganismos
aerobios mesdfilos se estima la microbiota, pero no se pueden

identificar los tipos de microorganismos 28.

3.2.3 Escherichia coli
El sistema digestivo de los animales contiene siempre
microorganismos. Se pueden encontrar microorganismos patégenos
reconocidos como Shigella y Salmonella, y otros microorganismos
nativos como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
enterococos, lactobacilos, diversos miembros de la familia
Enterobacteriaceae, clostridios y una gran variedad de protozoos.
Los  microorganismos que pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae son bacilos Gram- anaerobios facultativos que
fermentan la glucosa. Las entero bacterias estan ampliamente
distribuidas generalmente en las plantas, los suelos y en el intestino

de los humanos y animales. Estas bacterias se encuentran

50



asociados con muchos tipos de infecciones como neumonias,
abscesos, septicemia, meningitis e infecciones intestinales, urinarias
y heridas. La Escherichia coli se localiza siendo parte de la flora
normal fecal de humanos y animales inferiores. Sin embargo,
algunas cepas patdgenas pueden producir infecciones del tracto
urinario, de heridas y entéricas, ocasionalmente pueden producir

meningitis y septicemia 2829,

El sindrome urémico hemolitico (SUH) es una entidad clinica y
anatomopatologica caracterizada por la presentacién aguda de un
dafio del tipo renal, anemia hemolitica microangiopatica y
trombocitopenia, que puede afectar ademas a otros parénquimas
como pancreas, intestino, sistema nervioso central y el corazon. Esta
enfermedad sindrémica puede presentarse en dos formas, una tipica
de etiologia infecciosa y de caracteristicas endemoepidémicas, que
esta precedida por un periodo prodromico con diarrea, generalmente
sanguinolenta, y que puede presentar ademas vomitos, fiebre y dolor
abdominal. La forma atipica puede ser desencadenada por distintos
cuadros como hipertension arterial, neoplasias, rechazo de
trasplante renal, uso de anticonceptivos orales, drogas, post parto,

etc 28.29,

Se ha reconocido a Escherichia coli productor de toxina Shiga
(STEC), como agente causal de la forma postentérica de SUH. Otros
agentes infecciosos como Shigella dysenteriae tipo 1,
Campylobacter sp., S. pneumoniae, entre otros, han sido asociados
a casos de SUH. Escherichia coli O157:H7, identificado por primera
vez como patdgeno humano en 1982, es el serotipo prevalente
asociado a grandes brotes y casos esporadicos de colitis
hemorragica (CH) y SUH. Sin embargo, mas de 100 serotipos

poseen un potencial patogénico similar 2829,
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A un subgrupo de serotipos de STEC (026:H11; 0O103:H2;
O111:NM; 0121:H19; O145:NM; O157:H7), asociado a enfermedad
severa en el hombre, se lo denomina E. coli enterohemorragico. Se
han clasificado a las cepas STEC en cinco sero-patotipos (A-E)
teniendo en cuenta su potencial patogénico y epidémico, su
asociacion a enfermedades severas en el hombre y su capacidad

para producir brotes 2829,

Su presencia en un producto de uso o consumo humano implicaria
una posible presencia de contaminacion fecal en especial en

productos de consumo oral y en materias primas de origen natural
28,29

La Escherichia coli hace parte de la gran familia de las
Enterobactericcae o bacterias entéricas, que también esta
conformada por otra serie de bacterias como la Salmonella,
Klebsiella, Yersinia, Shigella, quienes hacen parte de las bacterias

mas importantes desde el punto de vista médico 282°,

Dentro de las caracteristicas principales de Escherichia coli se
encuentra que es un microorganismo aerobio facultativo, es Gram
negativa y vive en el tracto intestinal de animales sanos como
enfermos. Esta bacteria es oxidasa negativa y fermenta la glucosa
produciendo acido y gas. Fisiologicamente es muy versatil y se
adapta muy bien a sus habitats caracteristicos; el tipo nativo de
Escherichia coli no presenta limitantes en cuanto a factores de

crecimiento y metabdlicamente pueden transformar 2829,

3.2.4 Staphylococcus aureus
El género Staphylococcus esta ampliamente distribuido en la
naturaleza, se lo encuentra en la piel y mucosas de humanos y de

otros primates. Es frecuentemente encontrado en la boca, sangre,
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glandulas mamarias, intestino, tracto genitourinario y vias aéreas
respiratorias de sus huéspedes. Staphylococcus aureus se trata de

un coco Gram positivo perteneciente a la familia Micrococcaceae
28,29

Esta bien documentado que Staphylococcus aureus es un patégeno
oportunista humano y es una de las mayores causas de infecciones
agudas y piogénicas; si no es tratada, puede extenderse al tejido
circundante o por via de una bacteriemia a otros érganos. Muchas
de las infecciones causadas por Staphylococcus aureus envuelven
la piel con episodios de celulitis, impétigo, e infecciones post
operatorias en diversos sitios. Otras infecciones mayores en las que
esta implicado este microorganismo son: bacteriemia, neumonia,
osteomielitis, endocarditis aguda, meningitis, abscesos en muasculo,

entre otros 2829,

La presencia del genero Staphylococcus y particularmente
Staphylococcus aureus en una materia prima o producto
farmacéutico o cosmético, indica que la fuente de contaminacién
puede ser humana, o sea los operadores. Estos microorganismos
pueden ser transportados por el polvo, piel, ropa y microgotas de

humedad que se generan al moverse, hablar y estornudar 28.2°.

Es una especie bacteriana Gram positivo perteneciente a la familia
Micrococcaceae, encontrada en la flora de algunas zonas de la piel
y mucosas, como en la boca, sangre, glandulas mamarias, intestino,
tracto genitourinario y vias aéreas respiratorias de, sin producir
infeccion, debido al alto grado de resistencia natural en la piel de sus

huéspedes 132829,

Staphylococcus aureus es un coco patdogeno oportunista humano,

causante de infecciones agudas y piogénicas, que si no es bien
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tratada puede llegar a infectar a 6rganos por via de una bacteriemia
13,28,29

Estos microorganismos pueden ser transportados por el polvo, piel,
ropay microgotas de humedad que se generan al moverse, hablar y
estornudar, es por esa razon que la presencia de Staphylococcus
aureus es un indicador de que la fuente de contaminacion puede ser

de los operadores 132829,

La morfologia de las colonias de colonias Staphylococcus aureus,
en Agar Manitol Salado son de color amarillo y con un medio

circundante de color amarillo 13:28.29,

3.2.5 Marco Legal
3.2.5.1 Producto Cosmético
Segun lo establecido en el reglamento de la Comunidad Andina
de las Naciones, el producto cosmético es toda formulacién o
sustancia destinado a la aplicacion local de la superficie del
cuerpo humano. La accién de los cosméticos es superficial por lo
gue ofrece placer, confort y cuidado a la persona. Sus
componentes no estan formulados para que ingresen
profundamente y tengan accién sistémica. Un producto cosmético
no podra ser comercializado si produce efectos que vaya mas alla

de los que se permite %,

3.2.5.2 Resolucién 1482 de la CAN
La resolucion 1482 del 2002 emitida por la comunidad andina de
naciones (CAN) hace referencia en el Control y Vigilancia
Sanitaria de Productos Cosméticos sobre la estandarizacion de
parametros respecto al limite de contenido microbiol6gico que
debe tener el producto cosmético, con la finalidad de mantener el

seguimiento cosmetovigilancia del producto en el mercado y de
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verificacion para que los productos cosméticos fabricados o

comercializados cumplan con las especificaciones técnicas 3.

3.2.5.3 Decision 516 de la CAN
Plataforma uniforme entre los Paises Miembros de la CAN
(Bolivia, Colombia, Ecuador, Pert), de las cuales regula el
comercio de los productos cosméticos, con el fin de salvaguardar
la salud del publico consumido rigiéndose a que el comercio de
los productos comprendidos se ejerza de manera transparente,
como también el reconocimiento del producto mediante la
notificacion obligatoria sanitaria para su acceso al mercado con el

fin de verificar la calidad de los productos en el mercado °.

3.2.5.4 Normas AFNOR
Hasta 1997 no existian normas europeas de evaluacion de
desinfectantes. Los diferentes agentes desinfectantes eran
evaluados segun normas oficiales en algunos paises, siendo las
mas comunes las normas francesas de la Association Francaise
de Nomalisation (AFNOR) y las estadounidenses EPA y AOAC

(Association of Official Analytical Chemists) 7.

3.2.5.5 Norma AENOR UNE-EN 1040
Esta norma europea especifica un ensayo cuantitativo de
suspension bacteriana para la evaluacion de la efectividad

bactericida basica de los desinfectantes y antisépticos quimicos.

3.3 Definicion de términos

Limpieza

Es un proceso fisico — quimico con la finalidad de arrastrar todos los
materiales ajenos (detritus, sangre, proteinas, etc.) que se adhieren a los

diferentes objetos que se pretende limpiar.
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Desinfeccion

Es considerado un proceso quimico o fisico que puede inactivar o eliminar
diferentes tipos de agentes patdgenos tales como bacterias, virus y
protozoos con ello impidiendo el crecimiento de microorganismos

patégenos en fase vegetativa que se encuentren en objetos inertes.

Esterilizacién
Proceso de eliminacién, generalmente mediante el uso de la autoclave,
de toda forma de vida microbiana, incluyendo hongos, virus y todas las

formas de bacterias y sus esporas.

Microorganismos

Los microorganismos, también denominados microbios, son organismos
de tamafio pequefio, pueden ser observados Unicamente con la ayuda del
microscopio. La Biologia tiene a la Microbiologia como una de sus ramas

encargadas del estudio de los microorganismos.

ATCC

American Type Culture Collection (ATCC), es un material biolégico con
certificacion utilizado como referencia para los andlisis. La coleccion
certifica que se suministra un cultivo puro de una determinada cepa, y que
se han observado las determinadas pruebas moleculares, morfolégicas y

bioquimicas correspondientes.

Medios de Cultivo

Es una solucién gelatinosa o liquida que en su composicién contiene los
nutrientes necesarios e importante para el crecimiento de los
microorganismos. Estos medios de cultivo pueden clasificarse por su

consistencia, por su compaosicion y por su funcion.

Unidades Formadoras de Colonias (UFC)
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En el campo de la microbiologia, la unidad formadora de colonias
(abreviadamente, UFC) es una unidad de medida utilizada para cuantificar

los microorganismos viables en una muestra solida o liquida.

Estudios in vitro
Son un tipo de técnicas para realizar un determinado experimento en un
tubo de ensayo, o generalmente en un ambiente y factores influyentes

controlados fuera del organismo vivo.
Estudios in vivo

En ciencia hace referencia a la experimentacion realizada dentro o en el

tejido de un organismo vivo, por oposicion a uno parcial o muerto.
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CAPITULO IV

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

4.1 Tipo y Nivel de la investigacion
4.1.1. Tipo de investigacion
- Cuantitativa: Esta investigacion es cuantitativa porque se determiné
la correlacion entre la efectividad antiséptica del alcohol en gel y el
tiempo de exposicidon frente a cepas bacterianas haciendo uso del
namero de colonias obtenidas después de los respectivos ensayos,
en formulas que indican la efectividad porcentual, velocidad y tiempo
de eliminacion bacteriana.
- Analitico: Porque esta investigacion trata de demostrar la relacion
gue existe entre las variables.
- Longitudinal: Porque en la presente investigacion se analizaron los
cambios que presentd la variable al ser medida en diferentes

momentos.
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- Cientifico: Porque se comprobé que el alcohol en gel presenta una
efectividad antiséptica frente a las cepas patdégenas de Escherichia
coli ATCC 8739 y Staphylococcus aureus ATCC 6538.

4.1.2. Nivel de investigacion
- Correlacional: Se comprobd, mediante la estadistica, la relacion
existente entre la efectividad antiséptica del alcohol en gel y el

tiempo de exposicion.

4.2 Método y Disefio de la investigacion

4.2.1. Método de investigacion
- Inductivo: Porque los resultados del andlisis de la efectividad
antiséptica permiten generalizar que el alcohol en gel es un producto

con accion antibacterial a diferentes tiempos de exposicion.

4.2.2. Disefio de investigacion
- No experimental: Porque en el presente estudio no se manipularon
las variables de estudio. Los datos numéricos de las unidades

formadoras de colonias se obtuvieron mediante la observacion.

4.3 Poblaciéon y Muestra de la investigacion

4.3.1 Poblacion

Alcohol en gel comercializado en las boticas ubicadas en la avenida Gran
Chimu de Zéarate del distrito de San Juan de Lurigancho, durante el

periodo de junio a octubre del 2017.

4.3.2 Muestra
15 muestras de alcohol en gel de 3 marcas diferentes comercializadas en
boticas ubicadas en la avenida Gran Chimu de Zarate del distrito de San

Juan de Lurigancho, durante el periodo de junio a octubre del 2017.
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

4.4.1. Técnicas
Se utilizoé la prueba de efectividad de antisépticos y desinfectantes,
basado en la neutralizacion quimica del alcohol, segun la metodologia

recomendad por la AOAC.

4.4.2. Instrumentos

Se utilizé una ficha de recolecciéon de datos. (ver anexo 2)

4.5 Procedimiento de recolecciéon de datos

4.5.1 Recoleccién de las muestras y puntos de muestreo
Las muestras de estudio fueron tres marcas de alcohol en gel
comercializadas en las boticas de la avenida Gran Chimd en la
urbanizacion de Zarate del distrito de San Juan de Lurigancho,
recolectandose 5 muestras por cada marca dando un total de 15
muestras que fueron analizadas por duplicado en el Laboratorio

Productos Jumam (ver anexo 1).
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Recoleccién de las muestras =

I AVAL®: 5 muestras

Boticas Marcas de —4 | PREMIUM 1&. 5 muestras
alcohol en gel

1 Burbuja: 5 muestras

15 muestras en total

Laboratorio Prueba de Efectividad
Productos Jumam Antiséptica

1

Analisis por duplicado
para cada muestra

Figura N°1. Flujo del proceso de la recoleccion de las muestras.

Fuente: Elaboracion propia (2017).

4 5.2 Evaluacion de las caracteristicas de las muestras de estudio

Se observé que cumpla con todas las normas del etiquetado para poder
ser expendida, es decir contar con la marca, ingrediente activo, lote,
fecha de vencimiento, contenido neto, empresa que lo elabora, entre
otros, ademas nos aseguramos que las muestras de estudio estén
completamente selladas sin tener caracteristicas de haber sufrido un

dafio o alteracion alguna.

Las 15 muestras de alcohol en gel presentaron como ingrediente activo
el alcohol etilico (etanol) a una concentracién del 62%. Ademas, todas
las muestras se encontraron en buenas condiciones de
almacenamiento (<30°C y <80% HR).
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Figura N°2. Muestras de alcohol en gel adquiridas.

Fuente: Propia (2017)

4.5.3 Obtencion y recuento inicial de las cepas patdégenas
En el cuarto de repique perteneciente al area de microbiologia del
departamento de Control de Calidad, se prepararon 80mL de Caldo
Tripticasa Soya para cada uno de los dos frascos de 100mL destinados
para la suspension de las cepas patdgenas. Luego, se esterilizaron en
la autoclave a 121°C durante 15 minutos a una presion de 15 libras.
Después se dejaron enfriar los dos frascos hasta llegar a una
temperatura aproximada de 35°C. Seguidamente, se inocularon en un
frasco la cepa patdgena de Escherichia coli ATCC 8739 y en el otro
frasco Staphylococcus aureus ATCC 6538 utilizando el asa de Kolle con
un maximo de dos asadas por frascos para cada bacteria. Finalmente,

se incubaron a 35°C durante 24 horas.

Los frascos fueron debidamente rotulados con datos de fecha de

analisis, nombre de la cepa patdgena. (Ver anexo 4).
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—
. 1

Agregar 80mL de
Caldo Tripticasa Soya

Realizar dos asadas Esterilizacion por via himeda
de la cepa patégena
Z S
Tomar la muestra Volver a flambear la Tapar el tubo
boca del tubo
Suspension de la Incubar a 35°C
cepa patégena durante 24 horas

Figura N°3. Preparacion de la suspensién de cepa patégena

Fuente: Elaboracién propia (2017).

Se realizaron diluciones seriadas para la cuantificacion de la
suspension inicial madre de bacterias en ambos frascos. Se utilizaron
7 tubos de ensayo con tapa rosca que contenian 9mL suero fisiolégico
al 0.9% NacCl, para identificar la dilucion decimal que sea cuantificable
mediante el método de conteo en placa Petri, segun las
especificaciones de ICMSF (1978). Generalmente, suele usarse las 3
ltimas diluciones (10 10° y 107) por presentar un ndmero de
colonias sobrevivientes cuantificables en las placas. Para la obtencion

mas exacta posible de colonias sobrevivientes se utilizaron 2 alicuotas
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de 1mL y 2 alicuotas de 0.1mL mediante el método de vertido en placa
(método por incorporacion). En cada caso las placas fueron incubadas
a 35°C durante 24 horas en agar solidificado de Mac Conkey y Manitol
Salado para las cepas patdgenas de Escherichia coli ATCC 8739 y
Staphylococcus aureus ATCC 6538, respectivamente. Finalmente, los
resultados de unidades formadoras de colonias observados en las placas
Petri posterior a la incubacioén, indicaron una cuantificacion ideal en la

dilucién 107 para ambas bacterias.

&

1 gramo de Diluciones Seriadas (Decimales)

suspension
@ N imL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
bacterana para
la dilucion. nnnnn
> > f e § o Yo e o
=

Suspensidn de la

cepa patdgena

Ll

N

|

L

Los tubos
contienen

9mL de
o’ a? N’ of e Sor e NACI09%
-1 -2 -3 & -5 108 -7 <
107102 10° 10410°10¢ 107,
Tarar el tubo + MaCl 0.9%] #A~=
+ frasco, seguidamente, -
pesar 1_‘9“_’"-”0 df‘f la Inocular una alicuota de la
suspension bacteriana dilucion en las placas Petri
I{f‘_- f"—' ﬁ;:-'—' | JP-—-—' Jn. p—
0.AmL | 1mL 0.1mL 1mL ﬁ[],_J'I_mL /1TnL
~os ~0i = ~,
— — J— J— 107 i
£ \ £ 7 Ve A~
0.1mL 1mL 0.1mL TmL 0.1mL 1mL
D W ~J NS
| J
|

Siembra por vertido en placa
(Método por Incorporacion de Agar)

2/

Se afiade el medio de cultivo estéril y se
mezcla homogenizandaolo con el indeulo.

l

| Incubar a 35°C durante 24 horas |

Figura N°4. Dilucion seriada de la suspension bacteriana.

Fuente: Elaboracién propia (2017).
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4.5.3 Determinacion de la actividad antibacteriana
La metodologia utilizada fue la recomendada por la AOAC (1984), para
medir la efectividad antiséptica del alcohol en gel sobre

microorganismos de prueba.

Se esteriliz6 por via himeda 4 tubos con tapa rosca para la prueba con
Escherichia coli y 4 tubos con tapa rosca para la prueba con

Staphylococcus aureus.

Se prepar6 32.4 gramos (8.1 gramos para cada tubo) y 30.8 gramos
(7.7 gramos para cada tubo) de caldo Letheen para neutralizar la accion
del alcohol en gel inmediatamente transcurrido el tiempo de exposicion
en la prueba con Escherichia coli y Staphylococcus aureus,

respectivamente.

Se peso6 0.9 gramos de alcohol en gel en cada tubo de ensayo para la
prueba con Escherichia coli y 1.3 gramos de alcohol en gel en cada
tubo de ensayo para la prueba con Staphylococcus aureus. Luego, se
extrajo de la suspension madre de bacterias una alicuota de 1 gramo y
se puso en contacto, siendo cronometrado inmediatamente a 10,
30,120 y 300 segundos de exposicion en cada tubo de ensayo con el
alcohol en gel. Por ultimo, los tubos de ensayos utilizados en las

pruebas de enfrentamiento se incubaron a 35°C durante 40 a 48 horas.

Se prepar6d el agar Mac Conkey o Manitol Salado como medios de
cultivo para realizar el método de vertido en placa utilizando los 8 tubos
gue fueron incubados. Se realizdé una siembra en cuatro placas Petri

por cada tubo de ensayo. Se incubaron a 35°C durante 24 horas.

Finalmente, se hizo el conteo de unidades formadoras de colonias

(sobrevivientes) por gramo presentes en cada placa Petri.
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Los ensayos fueron realizados por duplicado y los resultados
corresponden al promedio de ellos. Ademas, los resultados al no ser
cuantificables se expresaron en logaritmos para una mejor

interpretacién estadistica.

Esterilizar los tubos de
ensayo con tapa rosca
en la antnelave

\ )

Después de tarar, pesar en gramos una

cantidad de alcohol en gel: Suspensidn de la

0.9 gramos en c/u de los 4 tubos para el cepa paldgena

ensayo con Escherichis coli

1.3 gramos en ciu de los 4 fubos para
el ensayo con Staphylococcus aureus.

1%

(U

Inocular 1 gramo de la suspension
bacteriana incubada (Escherichia colia
Staphylococcus aursus) en clu de los 4
tubos para la prueba de efectividad

'[ J mediante la neutralizacion del agente ¥
' guimico (alcohol en gel).
i
>
Enfrentamiento del alcohol en | | | |
gel vs bacteria patégena. L | L | L | L |
S - - el =4 = =4 -~
10s  30s  120s  300s | 10s 30s 120s 300s |
Rotular los tubos con sus respectivos
tiempos de exposicion. @

Previamente, preparar y autoclavar la canfidad necesaria de @

caldo Letheen para la neutralizacion del alcohol en gel:

Cronometrar por separado

¥ 8.1 gramos de caldo Letheen en clu de los 4 los tiempos de exposician en
tubos para el ensayo con Escherichis coli. T T n T segundos  inmediatamente

¥ 7.7 gramos de caldo Letheen en cfu de los 4 | | después de inocular la
tubos para el ensayo con Stfaphylococcus J o \J L suspensién bacteriana en
aUreus. 10s  30s 120s 300s  Clu de los 4 fubos.

Y
Afiadir el caldo Letheen inmediatamente transcurride el
tiempo de exposicion correspondiente en ciu de los 4 tubos.
| k. k.
- -
= k.

| 1
Incubar a 35°C durante 48 horas | “# l |1
1

|

| | . [ ]
. N N S
Cada tubo de ensayo contiens: alcohol en gel + 0s 30s 120s 300s
sUSpension bacteriana + caldo Letheen formandose una

dilucién de 107

Figura N°5. Prueba in vitro de la efectividad antiséptica del alcohol en gel.

Fuente: Elaboracion propia (2017).
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CAPITULO V
PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

5.1 Analisis de cuadros, tablas y gréaficos
En el presente estudio se testaron productos cosmeéticos de tres
marcas de alcohol en gel muy reconocidas ante el consumidor: AVAL
(Gel A), PREMIUM 1 (Gel B) y Burbuja (Gel C).

El ensayo in vitro aplicado mediante la prueba de efectividad, basado
en la neutralizacion por inhibicion quimica del agente antiséptico segun
la Asociacién Francesa de Normalizacién (AFNOR), proporcioné los
datos necesarios. Se determind la efectividad antiséptica del alcohol en
gel frente a cepas patdégenas de Escherichia coli ATCC 8739 y
Staphylococcus aureus ATCC 6538 a diferentes tiempos de exposicion
establecido segun normas vigentes, observandose la sensibilidad de
las bacterias frente a los antisépticos. Los resultados (expresados en
logaritmos) de la prueba in vitro son descritos estadisticamente en los

cuadros y figuras siguientes:
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Cuadro N°1 Unidades formadoras de colonias sobrevivientes de Escherichia

coli a diferentes tiempos de exposicion.

MNuamero de Unidades . ..
Formadoras de Il:plonias par Tiempo de Expesicién (segundos)
glr:crg?, sobrevivientes  por 10 20 120 300
Muestra 1 33,9703 37672 31206 1,3010
Gel A1 3.9680 37627 3.1644 1.0000
Promedio A1 3.9692 3.7649 3.1425 1.1505
Muestra 2 389773 33,7582 31673 1,3010
Gel A2 3.9809 37536 31818 1.0000
Promedio A2 3.9791 3.7559 3.1746 1.1505
Gel A Muestra 3 3.9713 3.7490 31673 1.0000
Gel A3 3,9680 33,7559 3.1553 1,3010
Promedio A3 3.9696 3.7524 3.1613 1.1505
Muestra 4 3.9703 37634 31931 1.0000
Gel A4 3,9652 37597 31732 1,0000
Promedio A4 3.9673 37615 3.1832 1.0000
Muestra 5 3.9609 37709 3.1399 0.0000
Gel A5 3.9586 3.7642 3.1790 1.0000
Promedio A 33,9595 37675 3,1594 0,5000
Muestra 6 3.9538 33,7551 3.1818 1.3010
Gel B1 3.9600 3.7686 3.1644 1.0000
Promedio B1 3,9569 37619 3173 1,1505
Muestra 7 3.9590 37474 3.2068 1.3010
Gel B2 3.9643 37566 31818 1.0000
Promedio B2 3.9617 3.7520 3.1943 1.1505
Gel B Muestra 33,9694 3,771 31673 1,3010
E Gel B3 3.9671 37760 3.1987 1.4771
Promedio B3 3.9682 39730 3.1830 1.3891
Muestra 9 3,9633 33,7513 31931 1,0000
Gel B4 3.9699 37559 31732 1.0000
Promedio B4 3.9666 3.7536 3.1832 1.0000
Muestra 10 39528 31,7664 31673 0,0000
Gel BS 3.9600 3.7505 31761 1.0000
Promedio B5 3.9564 3.7585 3717 0.5000
Muestra 11 3.9763 37536 3.1847 0.0000
Gel C1 3.9827 37672 3.1644 1,0000
Promedio C1 3.9795 3.7604 3.1745 0.5000
Muestra 12 3.9722 37767 3.2068 0.0000
Gel C2 3.9754 37597 3.1818 1,3010
Promedio C2 3.9738 3.7682 3.1943 0.6505
Gel C Muestra 13 3.9689 37657 3.1987 1.0000
Gel C3 3.9741 37672 3.1563 1.4771
Promedio C3 39715 3,7664 31770 1,2386
Muestra 14 3.9619 37634 3.2041 1.3010
Gel C4 3.9633 3.7505 31732 1.3010
Promedio C4 33,9626 33,7570 3.1887 1,3010
Muestra 15 3.9609 3.7701 31673 1.0000
Gel C5 3.96M1 37760 3.1430 1.0000
Promedio C5 3,9640 37730 3,1552 1,0000

Fuente: Elaboracién propia. Base de datos experimentales (2017)

En el Cuadro N°1 se presenta los resultados del analisis microbioldgico por
duplicado mediante la prueba de efectividad antiséptica en las 15 muestras

del alcohol en gel indicando el nimero de unidades formadoras de colonias
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sobrevivientes (expresado en logaritmo) para cada tiempo de exposicion
frente a la cepa patégena de Escherichia coli ATCC 8739 sabiendo que el
conteo inicial por gramo de la suspension madre de Escherichia coli fue de
9.3811 Log1o. Los resultados a los 10, 30 y 120 segundos de exposicién no
presentan una diferencia significativa. El tiempo de exposicion a los 300
segundos presentd menor cantidad de 0,9888 Logio unidades formadoras
de colonias sobrevivientes en comparacion a los otros tiempos de

exposicion.

Tabla N°1 Media de las unidades formadoras de colonias sobrevivientes de

Escherichia coli a diferentes tiempos de exposicion por muestra.

10 30 120 300
segundos segundos segundos segundos

A1 Muestra 1 3,9692 3,7649 3,1425 1,1505
A2 Muestra 2 3,9791 3,7559 3,1746 1,1505
A3 Muestra 3 3,9696 3,7524 3,1613 1,1505
A4 Muestra 4 3,9678 3,7615 3,1832 1,0000
A5 Muestra 5 3,9598 3,7675 3,1594 0,5000
B1 Muestra 6 3,9569 3,7619 3,1731 1,1505
B2 Muestra 7 3,9617 3,7520 3,1943 1,1505
B3 Muestra 8 3,9682 3,7730 3,1830 1,3891
B4 Muestra 9 3,9666 3,7536 3,1832 1,0000
BS Muestra 10 3,9564 3,7585 3,1717 0,5000
C1 Muestra 11 3,9795 3,7604 3,1745 0,5000
c2 Muestra 12 3,9738 3,7682 3,1943 0,6505
C3 Muestra 13 3,9715 3,7664 3,1770 1,2386
C4 Muestra 14 3,9626 3,7570 3,1887 1,3010
Cbh Muestra 15 3,9640 3,7730 3,1552 1,0000

Gel Muestra

Al — A5: Son 5 muestras de alcohol en gel de la marca AVAL®
B1 — B5: Son 5 muestras de alcohol en gel de la marca PREMIUM 1®

C1 - C5: Son 5 muestras de alcohol en gel de la marca Burbuja

Fuente: Elaboracion propia (2017).

En la Tabla N°1 indica los promedios de los resultados del analisis
microbiolégico por cada muestra recopilados del Cuadro N°1 para una

mejor interpretacion estadistica descriptiva e inferencial.
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Tabla N°2. Estadistica descriptiva de la efectividad antiséptica del alcohol

en gel frente a la cepa patdgena de Escherichia coli.

Tiempos de Exposiciéon

Parametros 10 30 120 300
segundos segundos segundos segundos
Media 3,9671 3,7617 3,1744 0,9888
Mediana 3,9678 3,7615 3,1746 1,1505
Moda - 3,773 3,1832 1,1505
Desviacion
estandar 0,007098578 0,006956484 0,014696938 0,302659987
Varianza 5,03898E-05 4,83927E-05 0,000216 0,091603067
Minimo 3,9564 3,752 3,1425 0,5
Maximo 3,9795 3,773 3,1943 1,3891

Fuente: Elaboracion propia (2017)

En la Tabla N°2 se detalla parametros béasicos de una estadistica

descriptiva. La media de las 15 muestras analizadas a los 10, 30 y 120

segundos de exposicion, indican una diferencia significativa respecto a la

media de los resultados del andlisis a los 300 segundos de exposicion.

Logaritmo (ufc/g)
=
S
o
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W 10segundos MW 30segundos m 120 segundos 300 segundos

Grafico N°1. Colonias sobrevivientes de Escherichia coli de las 15

muestras a diferentes tiempos de exposicion.

Fuente: Elaboracién propia (2017).
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En el Gréafico N°1 se muestra las unidades formadoras de colonias
sobrevivientes (expresado en logaritmo) en cada una de las 15 muestras
analizadas a diferentes tiempos de exposicion. Se observa la semejanza
que presenta la efectividad antiséptica del alcohol en gel en todas las
muestras. Se observa una variacion de colonias bacterianas sobrevivientes

a los 300 segundos en todas las muestras.
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Gréafico N°2. Reduccién de colonias sobrevivientes de Escherichia coli a

diferentes tiempos de exposicion.
Fuente: Elaboracion propia (2017).

En el Gréfico N°2 indica la reduccion de unidades formadoras de colonias
sobrevivientes (expresado en logaritmo) con respecto al conteo inicial de la
suspension madre de la cepa patdégena de Escherichia coli ATCC 8739.
El crecimiento de colonias bacterianas fue menor a los 300 segundos en
comparacion a los otros tiempos de exposicion estudiados. Es notable la
diferencia que presentan las ufc sobrevivientes entre los cuatro tiempos de

exposicion.
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Grafico N°3. Capacidad bactericida del alcohol en gel frente a la

Escherichia coli.
Fuente: Elaboracién propia (2017).

En el Grafico N°3 se indica la capacidad bactericida del alcohol en gel a
los diferentes tiempos de exposicion. La efectividad antiséptica del alcohol
en gel supera el 99,999% de efectividad minimo a los 30 segundos de
exposicion establecido en las fichas técnicas del antiséptico. Ademas,
segun la normativa europea (UNE-EN1040:2006), la efectividad del alcohol
en gel en todas las muestras es mayor a los 5 logaritmos de ufc eliminadas.
A los 300 segundos se muestra una diferencia significativa en la reduccion
de unidades formadoras de colonias en comparacion a los otros tiempos

de exposicion.
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Cuadro N°2. Correlacion de Pearson de la efectividad antiséptica frente a
la cepa patdgena de Escherichia coli vs el tiempo de exposicion.

Tiempo de _ 30 3,7730

expt;:;cién Ef?ﬁ?;;:ad 120 3,1425
10 | 59602 5051613
10 3,9791 120 3.1832
10 3.9696 50 31594
10 3,9678 120 31731
10 3,9598 120 3.1943
10 3,9569 120 3.1830
10 3,9617 120 3.1832
10 3,9682 120 31717
10 3,9666 120 31745
10 3,9564 120 3.1943
10 3,9795 120 31770
10 3,9738 120 3.1887
10 3,9715 120 3.1552
10 3,9626 300 1,1505
10 3,9640 300 1,1505
30 3,7649 300 11505
30 3,7559 300 1,0000
30 3,7524 300 0.5000
30 3,7615 300 1,1505
30 3,7675 300 1,1505
30 3,7619 300 1,3891
30 3,7520 300 1,0000
30 3,7730 300 0.5000
30 3,7536 300 0.5000
30 3,7585 300 06505
30 3,7604 300 12386
30 3,7682 300 1,3010
S0 3,7664 300 1.0000
30 3.7570 :

| Correlacion de Pearson: _ -0,98482399)

Fuente: Elaboracion propia (2017).

En el Cuadro N°2 se muestra un método de estadistica inferencial lamado
Coeficiente Correlativo de Pearson, sirve para cuantificar la fuerza de la
relacion lineal entre dos variables cuantitativas. Dicho coeficiente oscila

entre “-1” y “+1”. El valor obtenido fue -0,98482399 siendo préximo a “-1”,
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esto indica que el tiempo de exposicion y la efectividad del alcohol en gel
presentan una correlacion lineal excelente, ademas, el valor negativo indica

gue cuando una de las variables aumenta, la otra disminuye.
Hipotesis de la prueba estadistica Correlacién de Pearson:

HO: No existe correlacion entre la efectividad antiséptica del alcohol en gel
y el tiempo de exposicion frente a cepas patdégenas de Escherichia coli
ATCC 8739.

H1: Existe correlacion entre la efectividad antiséptica del alcohol en gel y el
tiempo de exposicion frente a cepas patdgenas de Escherichia coli ATCC
8739.

Nivel de significancia
(alfa) a = 5% = 0.05
R de Pearson=-0,985

Valor de P= 0,000 (con una probabilidad de error del 0,000% existe
correlacién entre la efectividad antiséptica del alcohol en gel y el tiempo de

exposicion frente a cepas patdgenas de Escherichia coli ATCC 8739).

Interpretacion de la R de Pearson: Existe excelente correlacion (-0,985)
entre la efectividad antiséptica del alcohol en gel y el tiempo de exposicion

frente a cepas patdgenas de Escherichia coli ATCC 8739.

Decision segun la prueba estadistica: Existe correlaciéon entre la
efectividad antiséptica del alcohol en gel y el tiempo de exposicion frente a

cepas patégenas de Escherichia coli ATCC 8739.
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Grafico N°4. Representacion grafica de la correlacion de Pearson de la

efectividad antiséptica frente a la cepa patdgena de Escherichia coli.
Fuente: Elaboracién propia (2017).

En la Grafico N°4 se observa e interpreta segun el valor del Coeficiente de
Correlacion de Pearson una relacion lineal entre las dos variables
cuantitativas de efectividad antiséptica y el tiempo de exposicion. La linea
azul de los resultados tabulados indica una tendencia a ser una recta lineal

(linea de color rojo).
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Cuadro N°3. Unidades formadoras de colonias sobrevivientes de
Staphylococcus aureus a diferentes tiempos de exposicion.

Mimero de Unidades : g
Formadoras de colonias por Tiempo de Exposicion (segundos)
grama, :DE:‘:::'I:IEFtEE por 10 20 120 200
Muestra 1 4.0208 3,7E848 2,.3802 1,0000
Gel A1 4,0068 3. 7068 23802 02,0000
Promedio A1 40138 3. 708 23802 05000
Muestra 2 4.0398 3. 7BEB 24771 1,0000
Gel A2 4 0DE8 3.7853 24524 0,0000
Fromedio A2 4,0242 3. 7860 24808 02,5000
Muestra 3 4,0058 3.7258 23878 1,0000
Gel A Gel A2 40362 3,2000 23817 0,0000
Fromedio A3 4,0208 3.7630 23788 02,5000
Muestra 4 40133 33,7824 23802 00,0000
st 4,0358 3,7068 2,3424 1,0000
Fromedio Ad 4.0245 33,7845 236813 05000
Muestra 5 4.0298 3. 7BEB 24150 1,0000
Gel A5 4 0348 33,7888 2,3978 0,0000
Promedio A5 40322 3. TETE 2,4085 0,5000
Muestra & 4,0065 3.7604 2.4824 1,0000
Gel B1 4, 0043 3.8000 24472 1,0000
Fromedio B1 4,0054 33,7847 24548 1,0000
Muestra 7 4,0124 37787 2.4150 02,0000
Gel B2 44,0133 3.7868 24314 0,0000
Fromedio B2 40128 33,7882 24232 0,0000
Gel B Muestra 8 4,0103 3.7BG8 24314 1,0000
Gel B3 4 0282 3.8000 23878 0,0000
Promedio B3 40192 3.7834 24147 05000
Muestra 9 4.0124 33,7788 2,.3802 1,0000
Gel B4 4 0077 33,8000 2, 3802 1,0000
Fromedic B4 4,0101 3. 7805 23802 1,0000
Muestra 10 4.0195 37797 24472 0,0000
Gel BS 4 0052 3, 7868 23817 0,0000
Fromedic BS 4,0124 37882 24044 02,0000
Muestra 11 40282 3. 7BEB 23878 1,0000
Gel C1 4 0248 33,7824 23817 1,0000
Promedio C1 4 0265 5.7808 23788 1,0000
Muestra 12 4,0302 37767 2,3802 1,0000
Gel C2 40328 3.8000 23802 0,0000
Promedic £2 40314 33,7854 23802 05000
GelC Muestra 13 40260 37797 246824 1,0000
Gel C3 4,0013 3.7868 24314 1,0000
Promedic 3 40141 33,7882 24489 1,0000
Muestra 14 4.0342 3, 7BEB 2,3978 1,0000
Gel C4 4,0220 3.7853 23817 02,0000
Promedic &4 40318 3. 7BED 23788 05000
Muestra 15 4 0241 37774 23424 00000
Gel CH 4.0298 3. 7875 23222 0,0000
Promedic C5 40268 37824 23323 02,0000

Fuente: Elaboracién propia (2017).

En el Cuadro N°3 se presenta los resultados del analisis microbiologico por
duplicado mediante la prueba de efectividad antiséptica en las 15 muestras

del alcohol en gel indicando el nimero de unidades formadoras de colonias
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sobrevivientes (expresado en logaritmo) para cada tiempo de exposicion
frente a la cepa patdégena de Staphylococcus aureus ATCC 6538 sabiendo
gue el conteo inicial por gramo de la suspension madre de Staphylococcus
aureus fue de 8.9482 Logio. Los resultados a los 10, 30 y 120 segundos de
exposicion no presentan una diferencia significativa. El tiempo de
exposicion a los 300 segundos presentd menor cantidad de unidades
formadoras de colonias sobrevivientes en comparacion a los otros tiempos

de exposicion.

Tabla N°3. Media de las unidades formadoras de colonias sobrevivientes

de Staphylococcus aureus a diferentes tiempos de exposicion por muestra.

10 30 120 300
segundos segundos segundos segundos

A1 Muestra1  4,0139 3,7906 23802  0,5000
A2  Muestra2  4,0242 3,7860 24698  0,5000
A3  Muestra3  4,0209 3,7630 23798  0,5000
A4  Muestrad  4,0245 3,7945 23613  0,5000
A5  Muestra5  4,0322 3,7878 24085  0,5000
B1 Muestra 6  4,0054 3,7847 24548 1,0000
B2  Muestra7  4,0128 3,7882 24232  0,0000
B3  Muestra8  4,0192 3,7934 24147  0,5000
B4  Muestra9  4,0101 3,7895 2,3802 1,0000
B5  Muestra10  4,0124 3,7882 24044  0,0000
C1  Muestra11  4,0265 3,7896 2,3798 1,0000
C2  Muestra12  4,0314 3,7884 23802  0,5000
C3  Muestra13  4,0141 3,7882 24469 1,0000
C4  Muestra14  4,0316 3,7860 23798  0,5000
C5  Muestra15  4,0269 3,7824 23323  0,0000

Gel Muestra

Al — A5: Son 5 muestras de alcohol en gel de la marca AVAL®
B1 — B5: Son 5 muestras de alcohol en gel de la marca PREMIUM 1®

C1 - C5: Son 5 muestras de alcohol en gel de la marca Burbuja

Fuente: Elaboracién propia (2017).

En la Tabla N°3 indica los promedios de los resultados del analisis
microbioldgico por cada muestra recopilados del Cuadro N°3 para una

mejor interpretacion estadistica descriptiva e inferencial.
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Tabla N°4. Estadistica descriptiva de la efectividad antiséptica del alcohol

en gel frente a la cepa patdgena de Staphylococcus aureus.

Tiempos de Exposicion

Parametros 10 30 120 300
segundos segundos segundos segundos
Media 4,0204 3,7867 2,3996 0,5333
Mediana 4,0209 3,7882 2,3802 0,5000
Moda - 3,7882 2,3802 0,5000
Desviacion
estandar 0,00858932 0,00723681 0,03719578 0,35186578
Varianza 7,37764E-05  5,2371E-05 0,00138353 0,12380952
Minimo 4,0054 3,763 2,3323 0
Maximo 4,0322 3,7945 2,4698 1

Fuente: Elaboracion propia (2017).

En la Tabla N°4 se detalla pardmetros bésicos de una estadistica

descriptiva. La media de las 15 muestras analizadas a los 10, 30 y 120

segundos de exposicion, indican una diferencia significativa respecto a la

media de los resultados del andlisis a los 300 segundos de exposicion.

4,5000

Numero de Muestra

4,0000

S 3,5000

I3

"é_ 3,0000

o 2,5000

_E 2,0000

s

S 1,5000

—1 1,0000
0,5000
0,0000

10 11 12 13 14 15

B 10segundos M 30segundos W 120 segundos 300 segundos

Grafico N°5. Colonias sobrevivientes de Staphylococcus aureus de las 15

muestras a diferentes tiempos de exposicion.

Fuente: Elaboracion propia (2017).
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En el Gréafico N°5 se muestra las unidades formadoras de colonias
sobrevivientes (expresado en logaritmo) en cada una de las 15 muestras
analizadas a diferentes tiempos de exposicion. Se observa la semejanza
que presenta la efectividad antiséptica del alcohol en gel en todas las
muestras. Se observa una variacion de colonias bacterianas sobrevivientes

a los 300 segundos en todas las muestras.
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Grafico N°6. Reduccion de colonias sobrevivientes de Staphylococcus

aureus a diferentes tiempos de exposicion.
Fuente: Elaboracién propia (2017).

En el Grafico N°6 indica la reduccion de unidades formadoras de colonias
sobrevivientes (expresado en logaritmo) con respecto al conteo inicial de la
suspensién madre de la cepa patdgena de Staphylococcus aureus ATCC
6538. El crecimiento de colonias bacterianas fue menor a los 300 segundos

en comparacion a los otros tiempos de exposicion estudiados. Es notable
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la diferencia que presentan las ufc sobrevivientes entre los cuatro tiempos

de exposicion.
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Grafico N°7. Capacidad bactericida del alcohol en gel frente a la
Staphylococcus aureus.

Fuente: Elaboracion propia (2017).

En el Grafico N°7 se indica la capacidad bactericida del alcohol en gel a
los diferentes tiempos de exposicion. La efectividad antiséptica del alcohol
en gel supera el 99,999% de efectividad minimo a los 30 segundos de
exposicidén establecido en las fichas técnicas del antiséptico. Ademas,
segun la normativa europea (UNE-EN1040:2006), la efectividad del alcohol
en gel a los 30, 120 y 300 segundos es confiable porque es mayor a los 5
logaritmos de ufc eliminadas. A los 300 segundos se muestra una diferencia
significativa en la reduccién de unidades formadoras de colonias en

comparacion a los otros tiempos de exposicion.
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Cuadro N°4. Correlacion de Pearson de la efectividad antiséptica frente a

la cepa patdgena de Staphylococcus aureus. vs el tiempo de exposicion.

Tiempo de 30 3,7824
exposicion E",,‘?:,’“" 120 2,3802
"0’ io :; 120 24698
! 01 120 23798
10 4,0242 120 2.3613
10 4,0209 120 2.4065
10 4,0245 120 2 4548
:8 :'gggi 120 24232
' 120 2 4147
10 4,0128 120 2.3802
10 4,0192 120 2.4044
10 4,0101 120 2.3798
10 4,0124 120 2.3802
10 4,0265 120 24469
10 4,0314 120 2.3798
10 4,0141 120 23323
10 4,001 300 0,5000
10 4,0269 300 0,5000
30 3,7906 300 0.5000
30 3,7860 300 0,5000
30 3,7630 300 0,5000
30 3,7945 300 1,0000
0 3,/878 300 0,0000
30 3,7847 300 0,5000
30 3,7882 300 1,0000
30 3,7934 300 0,0000
30 3,7895 300 1,0000
30 3,762 300 0,5000
30 3,7896 300 1,0000
30 3,7884 300 0,5000
30 3,7882 300 0,0000
30 3.7860 :
| Correlacion de Pearson:  -0,98813495)

Fuente: Elaboracion propia (2017).

En el Cuadro N°4 se muestra un método de estadistica inferencial llamado
Coeficiente Correlativo de Pearson, sirve para cuantificar la fuerza de la
relacion lineal entre dos variables cuantitativas. Dicho coeficiente oscila
entre “-1” y “+1”, El valor obtenido fue -0,98813495 siendo proximo a “-1”,

esto indica que el tiempo de exposicion y la efectividad del alcohol en gel
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presentan una correlacion lineal excelente, ademas, el valor negativo indica

que cuando una de las variables aumenta, la otra disminuye.
Hipotesis de la prueba estadistica Correlacién de Pearson:

HO: No existe correlacion entre la efectividad antiséptica del alcohol en gel
y el tiempo de exposicion frente a cepas patdégenas de Staphylococcus
aureus ATCC 6538.

H1: Existe correlacion entre la efectividad antiséptica del alcohol en gel y el
tiempo de exposicion frente a cepas patdgenas de Staphylococcus aureus
ATCC 6538.

Nivel de significancia
(alfa) a = 5% = 0.05
R de Pearson=-0,988

Valor de P= 0,000 (con una probabilidad de error del 0,000% existe
correlacion entre la efectividad antiséptica del alcohol en gel y el tiempo de
exposicion frente a cepas patégenas de Staphylococcus aureus ATCC
6538).

Interpretacion de la R de Pearson: Existe excelente correlacion (-0,988)
entre la efectividad antiséptica del alcohol en gel y el tiempo de exposicion

frente a cepas patdgenas de Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Decision segun la prueba estadistica: Existe correlaciéon entre la
efectividad antiséptica del alcohol en gel y el tiempo de exposicion frente a

cepas patégenas de Staphylococcus aureus ATCC 6538.
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Grafico N°8. Representacion grafica de la correlacion de Pearson de la
efectividad antiséptica frente a la cepa patdgena de Staphylococcus

aureus.
Fuente: Elaboracién propia (2017).

En el Grafico N°8 se observa e interpreta segun el valor del Coeficiente de
Correlaciéon de Pearson una relacion lineal entre las dos variables
cuantitativas de efectividad antiséptica y el tiempo de exposicion. La linea
azul de los resultados tabulados indica una tendencia a ser una recta lineal

(linea de color rojo).

83



5.2 Discusion de los resultados

En la presente investigacion in vitro se evaluo la efectividad antiséptica
del alcohol en gel y su relacién con el tiempo de exposicion frente a
cepas patdégenas de Escherichia coli ATCC 8739 y Staphylococcus
aureus ATCC 6538. En su mayoria los estudios fueron realizados en
pruebas in vivo, es decir, las muestras se recolectaron basicamente por
el método clasico del hisopado en las manos, posteriormente, ser
analizado mediante una técnica microbiologica para medir la
efectividad del antiséptico a distintos tiempos de exposicidon dando

resultados cuantificables.

En la investigacion realizada por Alvarado D., Garcia J. D. y Arias-
Echandi M. L. “Evaluacion de la efectividad del alcohol-gel en la
desinfeccion de manos y su estabilidad a través del tiempo”, el andlisis
in vivo para el alcohol en gel no demuestra con precision qué tipo de
bacterias patdgenas son sensibles o resistentes a la acciéon
antibacterial a diferentes tiempos de exposicién, ademas, dicho estudio
no especifica la concentracion de alcohol. Por otro lado, el estudio
realizado por Soto Montoya M. Y. “Determinacion del efecto
antimicrobiano in vitro de un gel elaborado con extracto etandlico de
hojas de Senecio rhizomatus Rusby (Asteraceae)’, evalu6 el efecto
antimicrobiano con un método cualitativo denominado difusion de pozo
de agar, esta prueba consiste en la inhibicibn del crecimiento
bacteriano, mediante la difusion de sustancias activas en un medio
sélido para que luego de una incubacion se evidencie por la formacion
de halos claros de inhibicidn. Dicho esto, el método de difusion de pozo
en agar es un buen inicio para futuras investigaciones que contemplen
el uso de ingredientes activos de origen natural para la fabricacion
innovadora de geles antibacteriales, posteriormente continuando con
un analisis in vitro del tipo cuantitativo. Es por ello que un analisis in
vitro es el adecuado porque sirve como estudio preliminar al inicio de

una investigacion y puede utilizarse diferentes microorganismos, tal vez
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los mas comunes, para ponerlos en contacto con el alcohol en gel y
cuantificar las unidades formadoras de colonias a diferentes tiempos de
exposicion. Se utilizé la Escherichia coli y Staphylococcus aureus
porque son bacterias comunes a las que estamos expuestos durante
todo el dia pudiendo ocasionar enfermedades y diarreas al no tener una

adecuada higiene en las manos.

Para determinar in vitro la efectividad antiséptica del alcohol en gel
frente a microorganismos de prueba se utilizé la metodologia
recomendada por la AOAC tal como el estudio realizado por Gallardo
Troncoso MD. “Accién antimicrobiana de un desinfectante de uso
industrial y doméstico sobre cepas de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli”. La aplicacion de esta metodologia es para
desinfectantes liquido en la que se toman alicuotas de la suspensién
bacteriana para ponerlas en contacto con el desinfectante para luego
tomar de esta suspensibn nueva una alicuota a los tiempos
determinados inactivandolas en la solucidbn  neutralizante.
Posteriormente, incubandose en placas petri a 35°C durante 24 horas
en agar Tryptona Soya Agar (TSA) dando resultados en UFC/mL,
segun las especificaciones de ICMSF. Pero, el alcohol en gel presenta
una elevada viscosidad, por tal motivo se realiz6 algunas variantes para
adaptar el andlisis a la metodologia establecida para este estudio. Al
final, los resultados fueron expresados en UFC/g. Dicho esto, es
probable que los laboratorios realizan estudios in vivo e in vitro a los
geles antibacteriales basado en métodos cualitativos precisamente por
la falta de adaptabilidad en la implementacién de métodos que apliquen
en sustancias tanto liquidas como semisdlidas. Esta prueba de
efectividad que se utilizé fue implementada en el Laboratorio Productos
Jumam para la prueba de desinfectantes, porque ser un método fiable
gue puede aplicarse a productos desinfectantes y antisépticos ya sea

liquidos o semisdlidos.
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Para el uso de las suspensiones de cepas patdgenas, se efectud
diluciones sucesivas hasta el séptimo tubo de ensayo. Segun las
técnicas normalizadas (AENOR, 1997; AFNOR, 1995; Normativa
Europea UNE-EN 1040:2006), el método de dilucidn-neutralizacion se
parte de una suspension bacteriana que debe contener entre 1x108y
3x108 bacterias/mL segun la normativa NF T72-170 (noviembre 1988).
Sin embargo, se utiliz6 el tubo con la dilucién 107 porque se obtuvo
colonias cuantificables por el método de conteo en Placa Petri, segun
las especificaciones de ICMSF. Con ello, se obtuvo el recuento inicial
de las cepas por gramo de la suspension madre, tal como indica el
estudio realizado por Marin Diaz J.C., Navarro Pefia N.F. y Santos
Arévalo N “Evaluacion del método dilucién neutralizacién aplicado a un

desinfectante segun la norma técnica colombiana 5473 de 2007”.

Segun la adaptabilidad a la metodologia, la prueba de efectividad se
realiz6 en cuatro tubos de ensayo para los respectivos tiempos de
exposicion (10, 30, 120 y 300 segundos). De esta manera, se pudo
realizar un mejor control del tiempo de exposicién para cada tubo
durante el contacto entre la cepa patdgena y el alcohol en gel.
Previamente, se prepar6 cuatro tubos que contenian el neutralizante
gue inhibe la accién del alcohol en gel agregandolo inmediatamente
transcurrido el tiempo de exposicion en cada tubo. Al final de la prueba,
los cuatro tubos que contenian a la suspension bacteriana, el alcohol
en gel y el neutralizante formaron una dilucién de 101. Estos tubos se

llevaron a incubar a 35°C durante 24 horas.

Para neutralizar la accion quimica del alcohol en gel se utilizo el Caldo
Letheen por ser un neutralizante quimico. Este ensayo de dilucion
neutralizacion puede ser del tipo cualitativos o cuantitativo tal como
indica el estudio realizado por Flamenco Santos J. W. y Guevara Avalos
Gl. “Formulacion de tres productos desinfectantes y evaluacion de su
actividad antimicrobiana”. El ensayo del tipo cuantitativo permitié

determinar la reduccion del inéculo inicial de la suspensién madre
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conseguida por el antiséptico en los diferentes tiempos de exposicion.
Los resultados mediante la prueba de efectividad demostraron que el
neutralizante inhibe efectivamente la accion del alcohol, asi mismo, no
es toxico para los microorganismos del ensayo y tampoco se combind

con el alcohol en gel para formar un compuesto toxico.

Los resultados se expresaron en logaritmos por ser cuantificables ya
gue por ejemplo para la cantidad inicial de la suspension madre de
Escherichia coli ATCC 8739 de bacterias por gramo fue de 240.5x10
expresandose por lo tanto en 9.3811 log para una mejor interpretacion

estadistica.

Las graficas mediante la interpretacion de los datos estadisticos
mostraron una excelente correlacion lineal entre la efectividad
antiséptica del alcohol en gel y el tiempo de exposicion frente a las
cepas patégenas de Escherichia coli ATCC 8739 y Staphylococcus
aureus ATCC 6538. Asi mismo, en el estudio realizado por Rodriguez
Merchan KE y Rueda Buitrago JG “Evaluacion de la efectividad en
guantes del producto Clean Hands® bajo condiciones de uso en
laboratorio clinico del Hospital de Suba E.S.E” demuestran la linealidad
de sus resultados. Sin embargo, esta correlacion puede variar cuando
se altera o modifica los factores que influyen en el antiséptico o
desinfectante tal como indica el estudio realizado por Flamenco Santos
JW y Guevara Avalos Gl “Formulacién de tres productos desinfectantes

y evaluacion de su actividad antimicrobiana”.

Al comparar la efectividad antiséptica del alcohol en gel de cada
producto, se observé que en la mayoria de los casos se alcanzé una
reduccion superior a los 5 logaritmos de unidades formadoras de
colonias eliminadas. El tiempo de exposicion éptimo para asegurar una
eliminaciéon del 99.999% (segun ficha técnica) de las bacterias
patégenas utilizadas en el estudio y superar los 5 logaritmos de
unidades formadoras de colonias eliminadas (segun normativa UNE-
EN1040:2006).
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CONCLUSIONES

1. Existe una relacion directamente proporcional entre la efectividad
antiséptica del alcohol en gel y el tiempo de exposicion frente a las
cepas patdégenas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

2. La evaluacion de la efectividad antiséptica del alcohol en gel AVAL
frente a bacterias patégenas durante un tiempo de exposiciéon de 10,
30, 120y 300 segundos, demostro una reduccién superior a los 5 Logio
unidades formadoras de colonias sobrevivientes de Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.

3. Laevaluacion de la efectividad antiséptica del alcohol en gel PREMIUM
1 frente a bacterias patdgenas durante un tiempo de exposicion de 10,
30, 120 y 300 segundos, demostro una reduccion superior alos 5 Logio
unidades formadoras de colonias sobrevivientes de Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.

4. La evaluacion de la efectividad antiséptica del alcohol en gel Burbuja
frente a bacterias patégenas durante un tiempo de exposicion de 10,
30, 120 y 300 segundos, demostro una reduccion superior alos 5 Logio
unidades formadoras de colonias sobrevivientes de Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.
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RECOMENDACIONES

1. Preparary determinar la suspension de ensayo de los microorganismos

con los que se trabajard, mediante las diluciones sucesivas.

2. Iniciar pruebas preliminares para la verificacion del método antes de
evaluar los antisépticos y/o desinfectantes con el método dilucion-

neutralizacion.

3. Para futuras evaluaciones de efectividad antiséptica de productos de
higienizacién para manos, se aconseja utilizar la técnica de dilucién
neutralizacion, para asi lograr obtener una estimacion més exacta de

la poblacion microbiana sobreviviente.

4. Leer la etiqueta de los productos antisépticos antes de utilizarlos,
porque brinda informacién sobre la aplicacion, almacenamiento y qué

hacer en caso de accidente.

5. Implementar y adaptar las pruebas de efectividad en los laboratorios.

6. Evaluar la relacion de la efectividad de los antisépticos a diferentes
concentraciones, temperaturas u otros frente a diferentes cepas
patdgenas.

7. Después de efectuar los estudios in vitro, continuar con la siguiente

etapa en la evaluacion de la efectividad antibacteriana, los estudios in

Vivo.
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ANEXOS

ANEXO 1:
INFORME DE ENSAYO ‘
N° 001 — 2017

Solicitante/DNI:
Direccién del laboratorio:
Solicitud de Ensayo N°:

Nombre del Producto:

Caracteristicas de la muestra:
(proporcionado por el solicitante)

Cantidad de muestras por cada
marca:

Cantidad total de muestras
recepcionadas:

Presentacion:

Fecha de recepcion:

Fecha de ejecucion de ensayos:

Salud y Bellega Natwnal..
YOSHITOMI CRISTOBAL GINO ANTONIO /
45983598

Jr. Pastaza 740 Brefia — Lima 5
001-2017/M
ALCOHOL EN GEL

Marca comercial del Gel A: AVAL
Marca comercial del Gel B: PREMIUM 1
Marca comercial del Gel C: Burbuja

5 muestras

15 muestras

Envases de 380mL (AVAL), 370mL (Burbuja) y
330mL (PREMIUM 1)

04 de agosto del 2017
Del 04 de agosto al 28 de agosto del 2017

ENSAYOS MICROBIOLOGICOS

Cepa patégena Lote N° pasaje Marca
Escherichia coli ATCC 8739 483-545 3 Microbiologics
Conteo inicial de la solucién madre | Expresién Iog‘a‘tfﬁnicaf‘(l‘o“d)
240.5 x 107 ufc/g 9.381115081
; Contenido por cada tubo | Siembraen 4 placas
Solucién Dilucién para
Alcohol en gel wadre Caldo Letheen catla tubo 2 placas 2 placas
09g 19 81g 10 19 01g
Conteo de colonias en placa .
multiplicado por el factor de |—
dilucién. UFC/g i
1 1320 20
9290 5790 1460 10
9490 5730 . 1470 20
Gel A2
- 9570 5670 1520 10
| GelAs 9360 5610 1470 10
Pagina 1|3
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9290 5700 1430 20
9340 5800 1560 10
9230 5750 1490 10
9140 5900 1380 0
9090 5810 1510 10
8990 5690 1520 20
9120 5870 1460 10
9100 5590 1610 20
9210 5710 1520 10
9320 5890 1470 20
9270 5970 1580 30
9190 5640 1560 10
9330 5700 1490 10
8970 5840 1470 0
9120 5630 1500 10
9470 5670 1530 0
i i 9610 5850 1460 10
9380 5980 1610 0
oy ik 9450 5750 1520 20
i Lod 9310 5830 1580 10
Gel C : foe 9420 5850 1430 30
o ‘ 9160 5800 1600 20
Qo4 9190 5630 1490 20
9140 5890 1470 10
Oul o8 9270 5970 1390 10

i patégen: Lote | N°pasaje | Marca
Staphylococcus aureus ATCC 6538 485-336 Microbiologics

88.75 x 107 ufc/g

8.948168362

—

Alcohol en gel s::.l::::n Caldo Letheen D:!::?:uz:" 2 placas 2 placas
1,39 19 T.ag 10" 19 01g

dilucién. UFC/g

Conteo de colonias en placa !
multiplicado por el factor de ut

240 10
10160 6260° 240 0
Pagina 2|3
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10960 6120 300 10

10200 6100 290 0

10130 5320 250 10

10870 6310 230 0

10310 6200 240 0

10860 6260 220 10

10710 6120 260 10

10830 6150 250 0

10150 5880 290 10

10100 6310 280 10

10290 6022 260 0

10310 6260 270 0

10240 6120 270 | 10

10670 6310 250 0

10290 6010 240 10

10180 6310 240 10

10460 6022 280 0

10120 6260 230 0

10670 6120 250 10

P 10590 6200 230 10

10720 5980 240 10

« | ©®'2 5780 6310 240 0
B 10640 6022 290 10
GelC | cercs 50 6260 270 10
10820 6120 250 10

GelC4 I 5690 6100 230 0

10570 5990 220 0

10710 6130 210 0

Métodos de ensayo utilizados:

Recuento inicial de las cepas segin las especificaciones de ICMSF (International Commission on Microbiological
Specifications for Foods) (1978) “Microorganisms in Foods, their significance and methods of enumeration”. 2nd edition.
University of Toronto Press. Toronto/Buffalo/London.

En la determinacion de la actividad antimicrobiana se utilizé la metodologia por la AOAC “Official Methods of Analysis of
the Association of Official Agricultural Chemists™. 12th Ed. Washington. USA. (1984).

El resultado del presente Informe de Ensayo se relaciona unicamente a las muestras analizadas. No es un certificado de
conformidad, ni certificado del sistema de calidad de quien produce la muestra.

El muestreo, las condiciones de muestreo y transporte-de la muestra hasta su ingreso a Laboratorio Productos Jumam es
responsabilidad del solicitante.

Se prohibe la reproduccion parcial o total del presente Informe sin la autorizacion de Laboratorio Productos Jumam.

El presente Informe tiene una vigencia de 01 afio después de la fecha de emision.

El método de neutralizacion quimica cumpli6 segun los resultados mostrados en las tablas su funcion de inhibir el antiséptico.

Breiia, 29 de agoste del 2017

PRODYCTO EIRL

--F- ......... zs :“’
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e la
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ANEXO 2: Ficha de recolecciéon de datos.

Efectividad del alcohol en

gel vs tiempo de exposicion

Tiempo de Exposiciéon (segundos)

10

30 120

300

Gel ...

Muestra 1

Muestra 1

Promedio de
la muestra 1

Muestra 2

Muestra 2

Promedio de
la muestra 2

Muestra 3

Muestra 3

Promedio de
la muestra 3

Muestra 4

Muestra 4

Promedio de
la muestra 4

Muestra 5

Muestra 5

Promedio de
la muestra s
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ANEXO 3: Medios de cultivo utilizados para la prueba de efectividad.

Fuente: Elaboracioén propia.
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ANEXO 4: Preparacion de la suspension bacteriana e incubacion.

Fuente: Elaboracién propia.
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ANEXO 5: Preparacion del material para la prueba de efectividad

antiséptica.

Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXO 6: Tiempos de exposicion empleados para la prueba de

efectividad antiséptica.

Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXO 7: Turbidez después de la incubacion por presencia de bacterias

sobrevivientes.

Anteside incubar

Después de incubar

Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXO 8: Unidades Formadoras de Colonias sobrevivientes en agar

Tripticasa Soya.

Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXO 9: Ficha Técnica de la estufa.

Z

LABORATORIOS JUMAM E.LR.L.

FICHA TECNICA

Salud y Belleye Natusal...
£ CODIGO DE AREA DE CONTROL DE
DENOMINACION TECNICA EQUIPO UBICACION CALIDAD
SUB-AREA FISICOQUIMICO
ESTUFA ESTERILIZADORA CCA-024
BLOCK PISO | 5TO
DATOSIDEFABRICAGIONT " i i e e 7
FABRICANTE MARCA MEMMERT
PROCEDENCIA MODELO UNE 400
FECHA DE FECHA DE PUESTA
o - o) i
Ne DE SERIE | €408.2302 o v o 2007 s s 05- 10- 2010
 FUNCIONES Y USO' dEE e
ATEMPERADO DE MUESTRAS
ESPECIFICACIONES TECNICAS
VOLTAJE 250 V
FRECUENCIA : 60 HZ
PESO 35 KG

VOLUMEN INTERNO : 53 LTS

CONDICIONES AMBIENTALES:

RANGO DE TEMPERATURA DE TRABAJO: 0°C + 3502C

TIEMPO DE PROGRAMACION: MIN

MEDIDAS DE CAMARA INTERIOR:
ALTURA : 400 mm

ANCHO :400 mm

FONDO :330 mm

CARGA MAXIMA TOTAL: 90 Kg

COMPONENTES DELEQUIPO.

CABLE DE ALIMENTACION ELECTRICA.
TERMOSTATO.

TEMPORIZADOR.

RESISTENCIA ELECTRICA.

UTBE WIS

SWITCH DE ENCENDIDO APAGADO (POWER OFF/ON)

1. TERMOSTATO.
2. TEMPORIZADOR.
3. RESISTENCIA ELECTRICA.

"~ MEDIDAS DE SEGURIDAD

COMPUESTO DE ACERO INOXIDABLE RESISTENTE, TENER CUIDADO CON COMPUESTOS DE CLORO.

CALIBRACION: MANTENIMIENTO:

SEGUN INFORME Y CERTIFICADO

F-001/MAN REYV 02
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ANEXO 10: Ficha Técnica del bafio Maria.

'® LABORATORIOS JUMAM E.L.R.L.
i CHA TECNICA
Sated y Ballege Natwd..
- cODIGO DE AREA DE CONTROL DE
DENOMINACION TECNICA EQUIPO UBICACION CALIDAD
~ 7 SUB-AREA MICROBIOLOGIA
BANO MARIA CCA-005
BLOCK PISO | 5TO
s = \TOS:DE FABRICACION
FABRICANTE | MEMMERT MBBH + Co. KG MARCA MEMMERT
PROCEDENCIA | ALEMANIA MODELO WB 14
FECHA DE FECHA DE PUESTA
° .
NO DE SERIE | 1404.0231 FABRICACION cR AR JUNIO 2005
0 IS

CONFIERE TEMPERATURA UNIFORME A UNA

SUSTANCELIQUIDAOS()LIDA O PARA CALENTARLA
LENTAMENTE, SUMERGIENDO EL RECIPIENTE QUE LA CONTIENE EN OTRO MAYOR CON AGUA U OTRO

L[QUIDO QUE SE LLEVA A O ESTA EN EBULLICION.

VOLTAJE230 V £ 10%

FRECUENCIA 60 HZ

CORRIENTE 7.8 AMP.

POTENCIA 1800 WATTS

VOLUMEN 14 L.

PESO 16K.

CONDICIONES AMBIENTALES:

TEMPERATURA AMBIENTAL 52C A 40°C
HUMEDAD RELATIVA (MAX.) 80%

RANGO DE TEMPERATURA DE TRABAJO: 5°C POR ENCIMA DE

LA TEMPERATURA AMBIENTAL

CARCAZA EXTERIOR DE ACERO INOXIDABLE
CAMARA DE TRABAJO DE ACERO INOXIDABLE
RESISTENCIA

VALVULA DE DESCARGA

INTERRUPTOR PRINCIPAL

. TERMOSTATO

. INDICADOR DE TEMPERATURA

NouswNe

RESISTENCIA
TERMOSTATO

BEW TS

INDICADOR DE TEMPERATURA
VALVULA DE DESCARGA.

COMPUESTO DE ACERO INOXIDABLE RESISTENTE, TENER CUIDADO CON COMPUESTOS DE CLORO.

CALIBRACION: MANTENIMIENTO:

SEGEIN INFORME Y CERTIFICADO

F-001/MAN REYV 02
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ANEXO 11: Ficha Técnica de la balanza analitica.

'® ' LABORATORIOSJU’MAM E.I.R.L
il FICHA TECNICA
Satad g Belleys Hatinak...
CODIGO DE AREA DE CONTROL DE

DENOMINACION TECNICA EQUIPO UBICACION CALIDAD

BALANZA ANALITICA SCOUT PRO S SRR L B

CCA-042 BLOCKPISO | 5TO

Y PESA DE 200 G

. DATOS DE FABRICACION

FABRICANTE | OHAUS CORPORATION MARCA OHAUS
PROCEDENCIA | USA MODELO SP602
FECHA DE FECHA DE PUESTA
o
N2 DE SERIE B549806346 FABRICACION EN MARCHA ABRIL 2016

FUNCIONES Y USO

INSTRUMENTO QUE SE UTILIZA PARA EL PESAJE.

SPECIFICACIONES TECNICA!

CAPACIbAD MAXIMA : 600 gr.
DIVISION MINIMA  :  10gr.

TIPO : ELECTRONICA
Dimensiones de la carcasa: 19,1 x 5,4 x 21 cm
Tamafio de la cacerola (dia) 4-3 / 4 "(12.1 cm)
Legibilidad: (g) 0,1

Linealidad: (g) £ 0,1

Repetitividad: (g) + 0,1

Unidades de pesaje g, kg, oz, Ib, Ib: 0z, t, dwt
Alimentacién: (VAC) 230
Bateria 4 pilas AA (no incluidas)

Indicador de Estabilidad: Si

ey

TAROTACIO

T

JESTOS DE

__ COMPONENTESDELEQUIPO

1. PLATILLO O PLATAFORMA SUPERIOR

2. CORAZA INFERIOR 1. BATER(A DE 9V

3. BATERIA DE 9V

4. DISPLAY

VIEDIDAS DE SEGURIDAD.
PARA MEJORES RESULTADOS MANTENER LIMPIO EL EQUIPO.
VERIFICAR SIEMPRE EL NIVEL DE LA BURBUJA.

CALIBRACION: E MANTENIMIENTO: D .| SEGUN GERTIFICADO
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ANEXO 12: Ficha Técnica del temporizador.

Satud y Colleys Hatwal.

LABORATORIOS JUMAM E.I.R.L.

FICHA TECNICA

: CODIGO DE AREA DE CONTROL DE
DENOMINACION TECNICA EQUIPO UBICACION CALIDAD
SUB-AREA MICROBIOLOGIA
TEMPORIZADOR DIGITAL CCA-026
BLOCKPISO | 5TO
DATOS DE FABRICACION
FABRICANTE | --- MARCA BOECO GERMANY
PROCEDENCIA | CHINA MODELO PS-360
FECHA DE FECHA DE PUESTA
[} iz = o “06-
HERESERIE FABRICACION EN MARCHA s
FUNCIONES Y USO
PERMITE MEDIR EL TIEMPO.
ESPECIFICACIONES TECNICAS
| 4 ; i
[ IBOECO \
TIPO: DIGITAL.  Gormany

RANGO DE TIEMPO: 99 HRS, 59 MIN, 59 SEG.
DIVISION MINIMA: 0.1 S.

TAMARNO: 9.2 X7 X 2 CM.

PESO: 75 G.

4 GROUPS TIMER

Pé-360

71

e

T3
T4

COMPONENTES DEL EQUIPO

REPUESTOS DE ALTA ROTACION

1. BATERIA LR44.

2. PANTALLA DIGITAL. 1.- BATERIA LR44.
MEDIDAS DE SEGURIDAD
e PROTEGER DE LA HUMEDAD.
e MANTENER SECO Y LIMPIO.
CALIBRACION: m MANTENIMIENTO: D ' SEGUN CERTIFICADO
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ANEXO 13: Ficha Técnica de la incubadora.

'@ LABORATORIOS JUMAM E.I.R.L.

fiy FICHA TECNICA

Salud y Elleys Hatenal.

. CODIGO DE AREA DE CONTROL DE
DENOMINACION TECNICA EQUIPO UBICACION CALIDAD
SUB-AREA MICROBIOLOGIA
INCUBADORA DE CULTIVOS CCA-015
BLOCK PISO | 5TO
DATOS DE FABRICACION
FABRICANTE | BINDER GmbH MARCA BINDER
PROCEDENCIA | ALEMANIA MODELO B-28L
FECHA DE FECHA DE PUESTA
o i
NYDESERIE | O5907 FABRICACION EN MARCHA
FUNCIONES Y USO

Crea un ambiente con la humedad y temperatura (adecuados) para el crecimiento o
reproduccion de seres vivos.

ESPECIFICACIONES TECNICAS

VOLTAJE: 230 V
FRECUENCIA 160 Hz
POTENCIA : 250 Watts
PESO : 25 Kgs.
TMENE D——
COMPONENTES DEL EQUIPO REPUESTOS DE ALTA ROTACION
1. INCUBADORA DE CULTIVOS 1. TERMOMETRO DE CONTROL
2. TERMOMETRO DE CONTROL. 2. LAMPARAS PILOTO
3. LAMPARA PILOTO DE CONTROL DE ENCENDIDO 3. TERMOSTATO
(COLOR VERDE)
4. SWITCH DE ENCENDIDO (INTERRUPTOR PRINCIPAL).
5. CABLE DE ALIMENTACION ELECTRICA.
6. TERMOSTATO
7. LAMPARA PILOTO DE CONTROL DE CALEFACCION
(COLOR AMARILLO)

MEDIDAS DE SEGURIDAD

COMPUESTO DE ACERO INOXIDABLE RESISTENTE, TENER CUIDADO CON COMPUESTOS DE CLORO.

CALIBRACION: |Z| MANTENIMIENTO: SEGUN INFORME Y CERTIFICADO
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ANEXO 14: Ficha Técnica del termémetro.

'ﬁ/ ) LABORATORIOS JU’MAM E.lLR.L.
o
24 FICHA TECNICA
Salud y Bellega Natwrnal.
CODIGO DE AREA DE CONTROL DE

DENOMINACION TECNICA EQUIPO UBICACION CALIDAD

SUB-AREA | MICROBIOLOGIA
TERMOMETRO DIGITAL CCA-047

BLOCK PISO 5TO

DATOS DE FABRICACION

FABRICANTE . MARCA BOECO GERMANY
PROCEDENCIA CHINA MODELO e
FECHA DE FECHA DE PUESTA
2 — e -06-
NEREAERIR FABRICACION EN MARCHA i
FUNCIONES Y USO

PERMITE MEDIR LA TEMPERATURA

ESPECIFICACIONES TECNICAS

TIPO: DIGITAL. e ;

s
#

RANGO DE TEMPERATURA: -50°C — 300°C.

PANTALLA: LCD.

DIMENCION: 25X35X230 mm.

PRECISION: +- 12C (-20+2002C) +- 22C (RESTO RANGO).
RESISTENTE AL AGUA.

SONDA DE ACERO INOXIDABLE.

COMPONENTES DEL EQUIPO REPUESTOS DE ALTA ROTACION

BATERIA LR1130.

PANTALLA DIGITAL LCD

COMPONENTE DE BOTONES PRINCIPALES.
SONDA DE ACERO INOXIDABLE.

1. BATERIA LR1130.

B Wne

MEDIDAS DE SEGURIDAD

e MANTENER LIMPIO Y SECO DESPUES DE SU USO
e PROTEGER DE LA HUMEDAD CONSTANTE

CALIBRACION: [X] ~ MANTENIMIENTO:[] | SEGUN INFORME Y CERTIFICADO
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ANEXO 15: Ficha Técnica del phmetro.

'® LABORATORIOS JUMAM E.I.R.L.
iy FICHA TECNICA
594. Bellega Hatioal.
; CODIGO DE AREA DE CONTROL DE
DENOMINACIGN TECNICA EQUIPO UBICACION | CALIDAD
3 SUB-AREA MICROBIOLOGIA
pH METRO CCA-04 BLOCKPISO | 5TO
DATOS DE FABRICACION
FABRICANTE MARCA HANNA
PROCEDENCIA MODELO HI 98103
" FECHA DE FECHA DE PUESTA
NE RESERIE FABRICACION EN MARCHA 01/02/2016
FUNCIONES Y USO

SENSOR UTILIZADO EN EL METODO ELECTROQUIMICO PARA MEDIR EL PH DE
) UNA DISOLUCION.

ESPECIFICACIONES TECNICAS

RANGO pH : 0.00 a 14.00

TIPO : INDICACION DIGITAL

RANGO  : 0A14PH

RESOLUCION: 0.01 PH

PRECISION (@20°C/68°F) +0.2 PH

DESVIACION EMC TIPICA 0.1 PH

CALIBRACION MANUAL 2 PUNTOS (POTENCIOMETROS)
ELECTRODO: HI 1270 (INCLUIDO)

TIPO DE PILAS: 2 X 1.5V /

DURACION: 3000 APROXIMADAMENTE

HORAS DE USO: CONTINUO

CONDICIONES DE TRABAJO: 0 A 50°C (32 A 122°F); HR 95%
DIMENSIONES: 66 X 50 X 25 MM

PESO: 70 G

COMPONENTES DEL EQUIPO REPUESTOS DE ALTA ROTACION

MEDIDAS DE SEGURIDAD

- LOS ELECTRODOS TIENEN QUE SER ENJUAGADOS CON AGUA DESTILADA ENTRE MUESTRAS.

- NO DEBEN SER SECADOS CON UN PANO PORQUE PODRIAN CARGARSE ELECTROSTATICAMENTE.

- PARA QUITAR EL EXCESO DE AGUA, DEBEN SER COLOCADOS SOBRE UN PAPEL SIN PELUSA.

- NO SE DEBE GUARDAR EL ELECTRODO EN AGUA DESTILADA, PORQUE ESO CAUSARIA QUE LOS IONES
RESBALARAN POR EL BULBO DE VIDRIO Y EL ELECTRODO SE VOLVERIA INUTIL; SE CALIBRA MEDIANTE
SOLUCIONES ESTANDARIZADAS. 2 .

CALIBRACION: [x] ~ MANTENIMIENTO:[] | SEGUN CERTIFICADO
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Titulo del Proyecto de Tesis: EFECTIVIDAD ANTISEPTICA DEL ALCOHOL EN GEL Y SU RELACION CON EL TIEMPO DE EXPOSICION.

Bachiller: YOSHITOMI CRISTOBAL, Gino Antonio.

ANEXO 16: MATRIZ DE CONSISTENCIA

Staphylococcus aureus.

< TIPO Y NIVELDE | NIVELY METODO DE POBLACION Y MUESTRA
PROBLEMA GENERAL OBIJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL INVESTIGACION INVESTIGACION VARIABLES
éCudl es la relacién entre la | Determinar la relacién entre | El tiempo de exposicion
efectividad antiséptica del alcohol | la efectividad antiséptica del | modifica la efectividad Variable Poblacioén :
en gel con el tiempo de exposicién | alcohol en gel con el tiempo | antiséptica del alcohol en | Tipo de Método de . Alcohol en gel al 62%
frente a cepas patégenas de | de exposicion frente a cepas | gel comercializado en las el Investigacion: Independiente (Y) comercializado en las boticas
Escherichia coli y Staphylococcus | patégenas de Escherichia coli | boticas. Investigacion: v Inductivo Y: Alcohol en gel. ubicadas en la avenida Gran
aureus? y Staphylococcus aureus. v’ Cuantitativa Chimi en la urbanizacién de
- o - Hipétesis Especificas v’ Analitico Indicadores: Zarate del distrito de San Juan
Problemas Especificos Objetivos Especificos v | de Lurigancho, durante el
H.E.l: El  tiempo de Transversa Y1: Marcas periodo de Junio a Octubre del
P.E.1: ¢Cudl es la efectividad | O.E.1: Evaluar la efectividad | exposicion  modifica  la | ¥ Cientifico 2017.
antiséptica del alcohol en gel | antiséptica del alcohol en gel | efectividad antiséptica del
AVAL durante diferentes | AVAL durante diferentes tiempos | alcohol en gel AVAL, en cepas
tiempos de exposicidn, en cepas | de  exposicién, en cepas | patdgenas de Escherichia coli Disefio de
patégenas de Escherichia coli y | patégenas de Escherichia coli y | y Staphylococcus aureus. investigacién: Variable Dependiente | Muestra:
Staphylococcus aureus? Staphylococcus aureus. H.E.2: El tiempo de v N . | (X) 15 muestras de alcohol en
P.E.2: (Cudl es la efectividad | 0.E.2: Evaluar la efectividad | exposicidn modifica la O experimenta X: Efectividad antiséptica. | gel de 3 marcas diferentes
antiséptica del alcohol en gel | antiséptica del alcohol en gel | efectividad antiséptica del (AVAL, PREMIUM 1,
PREMIUM 1 durante diferentes | PREMIUM 1 durante diferentes | alcohol en gel PREMIUM 1, en Indicadores: Burbuja) comercializadas en
tiempos de exposicidn, en cepas | tiempos de exposicién, en cepas | cepas patdgenas de | Nivel de X1: Llogaritmo de las | boticas ubicadas en la
patégenas de Escherichia coli y | patégenas de Escherichia coli y | Escherichia coli y | Investigacion: Unidades Formadoras de | avenida Gran Chimu en la
Staphylococcus aureus? Staphylococcus aureus. Staphylococcus aureus. v’ Correlacional Colonias (UFC/g o mL) a | urbanizacién de Zarate del
P.E.3: ¢Cudl es la efectividad | 0.E.3: Evaluar la efectividad | H.E.3: El tiempo de diferentes  tiempos  de | distrito de San Juan de
antiséptica del alcohol en gel | antiséptica del alcohol en gel | exposicion  modifica la exposicion. Lurigancho, durante el
Burbuja durante diferentes | Burbuja  durante diferentes | efectividad antiséptica del periodo de junio a octubre
tiempos de exposicidn, en cepas | tiempos de exposicién, en cepas | alcohol en gel Burbuja, en del 2017.
patégenas de Escherichia coli y | patégenas de Escherichia coli y | cepas patégenas de
Staphylococcus aureus? Staphylococcus aureus. Escherichia coli y
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