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INTRODUCCION/ANTECEDENTES

Para realizar esta investigacion, llevamos a cabo varios procesos, en diferentes momentos.
Todo comenzd con un proceso experimental realizado en la clase de ciencias naturales,
cuando estabamos en grado octavo, en el afio lectivo 2015- 2016.

En ese entonces, en el contexto del estudio de la reproduccion y otros procesos de vida de
organismos unicelulares, planteamos tres preguntas experimentales sobre las que
trabajamos diferentes grupos de estudiantes.

Estas preguntas fueron: ¢Cual es la biodiversidad de microorganismos en diferentes
objetos de uso diario antes y después del uso de agentes antimicrobianos? ¢Cual es
la biodiversidad de microorganismos en diferentes partes del cuerpo humano antes y
después del uso de agentes antimicrobianos? ¢Cual es el efecto de antibiéticos
comerciales y naturales en el crecimiento de microorganismos?

Para contestar estas preguntas, tomamos muestras de distintas partes del cuerpo y de
objetos de uso cotidiano, bajo dos condiciones, una con la muestra sola y otra con distintos
productos antisépticos, y las sembramos en cajas Petri con agar nutritivo, preparado bajo
condiciones de esterilidad. También incluimos controles negativos. Formulamos nuestras
hipbtesis segln nuestras experiencias y observaciones previas y llevamos a cabo los
experimentos, procurando las mejores condiciones de esterilidad posibles, teniendo en
cuenta la ausencia de una cabina de flujo laminar para realizar los cultivos.

Registramos nuestras observaciones en tablas de resultados en las que consignamos la
siguiente informacion: Numero de especies de microorganismos presentes en el cultivo,
numero de especies de bacteria, nUmero de especies de hongo, estimacion del porcentaje
del area cubierta por colonias de microorganismos, tipo de microorganismo predominante (ya
fuera hongo/bacteria o0 la especie). Para realizar este trabajo primero aprendimos a
diferenciar las colonias de hongos de las de bacterias, y luego aprendimos a diferenciar entre
especies de bacterias, 1o que no fue facil debido a que diferentes especies de bacterias
pueden producir colonias de aspecto similar, asi como algunas levaduras. Para hacer una
identificacion mas precisa tendriamos que haber realizado pruebas bioquimicas, recurso con



el cual no contabamos. Afortunadamente, esto no fue un impedimento para cumplir con los
objetivos generales del proyecto.

Una vez hechas las observaciones, analizamos nuestros resultados y escribimos un reporte,
a partir de una serie de preguntas guia, detallando con qué nos encontramos en el
laboratorio, y finalmente nuestras conclusiones.

Figura 1. Cultivos de microorganismos en diferentes muestras. A Manos sin lavar. B. Manos lavadas con jabén
antibacterial. C. Muestra de boca/dientes. D. Muestra de boca/dientes con jabdn antibacterial agregado al
cultivo. E. Muestra del inodoro antes de ser deisnfectado con pafitos Clorox©. F. Muestra del inodoro después
de ser desinfectado con pafitos Clorox©. G. Muestra del ventilador antes de ser desinfectado H. Muestra de
ventilador después de ser desinfectado con pafiitos Clorox®©. |. Muestra de pies/dedos. J. Muestra de pies con
antibiético amoxicilina K. Muestra de boca/dientes (igual que C). L. Muestra de boca/dientes con amoxicilina
agregada al medio de cultivo. M. Muestra de cepillo de dientes antes de ser lavado con crema dental. N.
Muestra de cepillo de dientes después de ser lavado con crema dental. O. Muestra de axila sin desodorante. P.
Muestra de axila con desodorante.



En este experimento inicial observamos que la mayor diversidad, como se observa en la
Figura 1, se encontrd en las muestras de las manos sin lavar, el ventilador y el inodoro antes
de la desinfeccidn. En la muestra del inodoro se encontraron mas especies de bacteria que
de hongos, al contrario que en la muestra del ventilador. Asi mismo, en las muestras
provenientes de partes del cuerpo predominaron bacterias, tres especies fueron las mas
comunes. En muestras provenientes de objetos encontramos mayor diversidad de hongos,
pero también de bacterias, siendo cinco de ellas las mas comunes.

Ademas, se observo un claro efecto de los agentes antimicrobianos sobre la diversidad y el
area de crecimiento de los microorganismos en las muestras. El uso de pafitos Cloroxe y
jabon antibacterial tuvo este efecto. No podemos decir lo mismo de la crema dental, para la
gue los cultivos después de usar la crema para lavar el cepillo tuvieron una mayor area
cubierta de bacterias.

Hicimos algunas observaciones interesantes que motivaron nuestro interés en realizar
nuevos experimentos. La primera fue que en presencia de jabdn antibacterial, el crecimiento
de microorganismos (tanto hongos como bacterias) era casi nulo o nulo en algunos cultivos.
La segunda observacion fue que en presencia de antibiético amoxicilina efectivamente no
habia crecimiento bacteriano, pero si proliferaban colonias de hongos. Y la tercera
observacion fue que en las muestras de axila con desodorante no creci6 ningun
microorganismo versus las muestras de axila sin desodorante en la que crecieron colonias de
una bacteria.

Estos resultados nos llevaron a indagar mas sobre los ingredientes activos presentes en las
sustancias utilizadas. Encontramos que el desodorante que se habia utilizado contenia
nanoparticulas de plata y el jabén antibacterial contenia triclosan. Ademéas nos llamoé la
atencion el efecto de la amoxicilina, descrito en el parrafo anterior.

A partir de estos resultados decidimos, ya en décimo, ahondar en el experimento,
poniéndonos nuevas interrogantes, buscando tener un experimento mas completo, con un
mejor disefio experimental. Planteamos la pregunta experimental ¢Cual es el Efecto de
Diferentes Agentes Antimicrobianos en el Crecimiento de Microorganismos en Agar
Nutritivo?

MATERIALES Y METODO

El proceso experimental que se describe a continuacion fue realizado en Septiembre y
Octubre del 2017. En esta ocasion nos concentramos en estudiar el efecto de algunos
productos que en el experimento anterior habian mostrado resultados interesantes. Nos
propusimos observar el efecto de algunos productos antimicrobianos sobre el crecimiento de
microorganismos en cajas de petri, a saber, dos productos que contienen triclosan (jabén y
gel antibacterial), dos productos que contienen nanoparticulas de plata (plata coloidal y
desodorante para pies) y dos antibiéticos comerciales (cefalexina y amoxicilina) e incluimos
mas repeticiones y controles de las sustancias.

Para realizar este experimento, creamos una guia en la que definimos nuestros objetivos,
nuestro disefio experimental, el procedimiento que seguiriamos y los materiales que



necesitariamos, a la par de las investigaciones bibliograficas respecto a los ingredientes
activos que estabamos utilizando.

Segun nuestras observaciones anteriores escribimos nuestras predicciones entre las cuales
estaba que los productos con triclosan inhibirian el crecimiento tanto de bacterias como de
hongos, que los antibiéticos comerciales inhibirian el crecimiento de bacterias pero
favorecerian el crecimiento de hongos, y que los productos con nanoparticulas de plata
inhibirian el crecimiento tanto de hongos como bacterias, como sugerian las observaciones
del experimento anterior.

Disefio Experimental. Las muestras que se incluyeron en este estudio se muestran en la
Tabla 1. Todas las condiciones se llevaron a cabo tanto en muestras de raspado de boca
como de pies. Ademas, se incluyeron controles negativos del agua estéril utilizada para
sembrar las muestras y controles de todas las sustancias antimicrobianas utilizadas. Con el
fin de que se puedan reproducir los experimentos se incluyen las marcas usadas.

Muestra Pies Muestra Boca

Muestra de pies sin sustancias antimicrobianas x 4 Muestra de boca sin sustancias antimicrobianas x 4
Amoxicilina MK© 250 mg/5 ml x 3 repeticiones Amoxicilina MK© 250 mg/5 ml x 3 repeticiones
Cefalexina MK© 250 mg/5 ml x 3 repeticiones Cefalexina MK© 250 mg/5 ml x 3 repeticiones

Desodorante para pies con nanoparticulas de plata | Desodorante para pies con nanoparticulas de plata
(Hansaplast©) x 3 repeticiones (Hansaplast®©) x 3 repeticiones

Plata coloidal Sovereign silver© 10 ppm x 3 |Plata coloidal Sovereign silver© 10 ppm x 3
repeticiones repeticiones

Jabon antibacterial con triclosan Capibell© x 3 | Jabon antibacterial con triclosan Capibell©® x 3
repeticiones repeticiones

Gel antibacterial con triclosan Bacterion©® x 3 | Gel antibacterial con triclosan Bacterion© x 3
repeticiones repeticiones

Tabla 1. Muestras del experimento, cada una con tres repeticiones. Ademas se incluyeron controles
para todas las sustancias utilizadas, incluyendo el agua estéril.

Procedimiento. Se siguié el mismo procedimiento que llevamos a cabo en el experimento
descrito en la introduccién. Los experimentos fueron realizados en los laboratorios del
Colegio Jefferson, en el que no contamos con cabina de flujo laminar. La siembra de los
cultivos se hizo bajo las mejores condiciones de esterilidad posibles. El agar nutritivo en las
cajas de Petri fue elaborado por una casa comercial bajo condiciones estrictas de esterilidad.
La siembra de las muestras se hizo frente a mecheros de alcohol, con copitos de algodén
estériles, agua estéril y jeringas estériles para la reconstitucion de algunas sustancias como
cefalexina y amoxicilina, ademas de recipientes estériles comprados en farmacia.

Para cada muestra se humedeci6é el copito en agua estéril, se raspd la superficie de la
muestra ya fuera del interior de la boca o de los pies con un copito de algodon estéril y luego
se sembro en el medio de cultivo, en forma de zig zag. En los casos en que se agregaron
sustancias antimicrobianas, se agregaron 2.5 ml de la sustancia y tras cerrarlos se repartio
bien por toda la superficie, moviendo las cajas en forma circular. Todo esto se hizo frente al



mechero de alcohol. Las cajas estaban previamente rotuladas. Se cerraron con papel
Parafilme no totalmente sellado para permitir la entrada de oxigeno. Se pusieron las cajas
Petri boca abajo en bandejas y se incubaron a temperatura ambiente. Se incubaron durante
5-7 dias, tiempo tras el cual se observd crecimiento de microorganismos en las muestras.

Registro de Observaciones y Resultados. Al igual que en el experimento anterior, en una
tabla registramos lo siguiente para cada muestra: estimacion del porcentaje de superficie de
cultivo cubierta de colonias, numero total de especies, niumero de especies de hongo,
numero de especies de bacteria, tipo de organismo predominante (bacteria u hongo) y
especie predominante. Para identificar las especies, usamos diferentes guias. Como se
explica en la introduccion, ya habiamos aprendido a diferenciar hongos de bacterias, en la
mayoria de los casos. Para determinar la biodiversidad, no usamos indices de biodiversidad,
sino numero total de especies.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 2 se muestran los datos registrados de nuestra observacion. En el desarrollo del
texto se describen las generalidades de nuestras observaciones a partir de los datos.
Ademas, en la Figura 2 se incluyen algunas fotos de los cultivos a partir de los cuales se
elaboro la tabla de resultados.

MUESTRA % SUPERFICIE Numero total NUmero especies Numero especies Especie predominante Tipo microorganismo
CUBIERTA de especies de hongo de bacteria predominante
Control agua 1 2% 1 1 0 Levadura blanca Hongo
Control agua 2 35% 3 1 2 Bacteria blanca Bacteria
Control agua 3 0% 0 0 0 N.A N.A
Control agua 4 0% 0 0 0 N.A N.A
Solo pies R1 45% 5 1 4 Proteus vulgaris Bacteria
Solo pies R2 10% 2 0 2 Proteus vulgaris Bacteria
Solo Pies R3 50% 3 2 1 Proteus vulgaris Bacteria
Solo pies R4 80% 2 0 2 Proteus vulgaris Bacteria
Solo Boca R1 20% 5 2 3 1 hongo Hongo
Solo Boca R2 5% 1 0 1 Proteus vulgaris Bacteria
Solo Boca R3 30% 4 2 2 2 hongos Hongos
Solo Boca R4 32% 2 0 2 Proteus vulgaris Bacteria
Amoxicilina 1 Control 3% 2 2 0 1 Hongo poco Hongo
abundante
Amoxicilina 2 Control 3% 3 3 0 1 Hongo poco Hongo
abundante
Amoxicilina pies 1 85% 6 5 1 Especies de hongo Hongos
Amoxicilina pies 2 3% 1 1 0 Especies de hongo Hongos
Amoxicilina pies 3 85% 10 9 1 Especies de hongo Hongos
Amoxicilina boca 1 10% 4 4 0 Trichoderma/2 verdes Hongo
Amoxicilina boca 2 85% 5 5 0 Especies de hongo Hongo
Amoxicilina boca 3 27% 1 1 0 Verdes/blancos Hongo
Cefalexina 1 Control 1% 1 1 0 1 hongo verde oscuro Hongo
negro abajo




Cefalexina 2 Control 1% 1 1 0 Hongo Hongos
Cefalexina Pies 1 7% 6 6 0 4 especies de hongo Hongos
Cefalexina Pies 2 1% 1 1 0 hongo blanco Hongos
Cefalexina Pies 3 7% 4 4 0 3 hongos Hongos
Cefalexina Boca 1 4% 2 1 1 Bacillus/ Trichoderma Hongo
Cefalexina Boca 2 1% 1 1 0 Trichoderma Hongo
Cefalexina Boca 3 3% 2 1 1 Trichoderma/ Bacillus Hongo

Gel antibacterial Control 1 0% 0 0 0 N.A N.A
Gel antibacterial Control 2 0% 0 0 0 N.A N.A
Gel Antibacterial pies 1 0% 0 0 0 N.A N.A
Gel Antibacterial pies 2 0% 0 0 0 N.A N.A
Gel Antibacterial pies 3 0% 0 0 0 N.A N.A
Gel Antibacterial Boca 1 0% 0 0 0 N.A N.A
Gel Antibacterial Boca 2 0% 0 0 0 N.A N.A
Gel Antibacterial Boca 3 0% 0 0 0 N.A N.A
Jabén antibacterial 0% 0 0 0 N.A N.A
Control
Jabon antibacterial Pies 1 3% 1 0 1 Proteus vulgaris Bacteria
Jabon antibacterial Pies 2 4% 1 0 1 Proteus vulgaris Bacteria
Jabon antibacterial Boca 1 0% 0 0 0 N.A. N.A.
Jabén antibacterial Boca 2 25% 1 0 1 Proteus vulgaris Bacteria
Jabon antibacterial Boca 3 5% 1 0 1 Proteus vulgaris Bacteria
Plata coloidal control 1 10% 4 1 Proteus vulgaris Bacteria
Plata coloidal control 2 100% 3 2 1 Proteus vulgaris Bacteria
contaminado

Plata coloidal boca 1 30% 5 2 3 Bacillus subtilis Bacteria

Plata coloidal boca 2 17% 3 1 2 Bacillus subtilis Bacteria

Plata coloidal boca 3 48,30% 4 1 3 Proteus vulgaris Bacteria

Plata coloidal pies 1 100% 2 0 2 Proteus vulgaris Bacteria

contaminado

Plata coloidal pies 2 90% 3 0 3 Proteus vulgaris Bacteria

contaminado

Plata coloidal pies 3 95% 4 1 3 Proteus vulgaris Bacteria

contaminado
Desodorante pies plata 8% 3 3 0 Levadura blanca Hongo
control 1
Desodorante pies plata 20% 2 1 1 Proteus vulgaris Bacteria
control 2
Desodorante pies plata 5% 3 1 2 Proteus vulgaris Bacteria
Bocal
Desodorante pies plata 3% 3 1 2 Proteus vulgaris Bacteria
Boca 2
Desodorante pies plata 5% 4 2 2 Levadura rosada Hongo
Boca 3
Desodorante Pies plata 1 15% 4 2 2 Proteus vulgaris Bacteria
Desodorante pies plata 2 20% 5 2 3 Proteus vulgaris Bacteria
Desodorante pies plata 3 15% 6 4 2 Proteus vulgaris Bacteria

Tabla 2. Registro de observaciones de los diferentes cultivos incluyendo: estimacion de porcentaje de
superficie cubierta con colonias, numero total de especies, numero de especies de hongos, nimero
de especies de bacteria, tipo de organismo predominante (bacteria/lhongo), especie predominante.



Figura 2. Fotos de algunos de los cultivos obtenidos en nuestro experimento. A-E Controles de las sustancias
(A. Agua estéril B. Amoxicilina. C. Cefalexina. D. Desodorante para pies con nanoparticulas de plata. E. Gel
antibacterial con triclosan.) F-J. Muestra de pies con los diferentes agentes antimicrobianos.(F. Muestra de
pies sola. G. Con amoxicilina H. Con cefalexina I. Con desodorante para pies J. Con gel antibacterial con
triclosan) K-O Muestra de boca con los diferentes agentes antimicrobianos.(K. Muestra de boca sola. L.
Con amoxicilina M. Con cefalexina N. Con desodorante para pies O. Con gel antibacterial con triclosan.)

Como se puede observar tanto en la Tabla 2 como en la Figura 2, dos de cuatro de los
controles de agua estériles presentan contaminacion por hongos. Esta contaminacion
probablemente provino del aire, ya que no todos estaban contaminados y la fuente de agua
fue la misma para todos los controles.

En todas las muestras provenientes de pies y boca sin sustancias antimicrobianas, crecieron
bacterias, y en cuatro de ocho cultivos, también crecieron hongos, sin ser el tipo de
microorganismo predominante en ninguno de los casos. Una vez mas, los organismos
predominantes procedentes de muestras del cuerpo fueron bacterias que pensamos son de
la especie Proteus vulgaris.

Los controles negativos de amoxicilina y cefalexina, tuvieron un leve crecimiento de hongos,
mas no de bacterias. Ademas, en las muestras del pie y la boca, con antibiéticos, no
observamos crecimiento bacteriano, confirmando la funcion del antibiético de inhibir el
mismo. En contraste, las muestras de pies y boca con amoxicilina, tuvieron una mayor area
de crecimiento y mayor diversidad de hongos. Podria pensarse que este crecimiento micatico
se pueda deber a contaminacion de la muestras, pero si contrastamos las poblaciones que
crecieron de la boca y pies sin presencia de amoxicilina, versus las mismas muestras con
amoxicilina podemos observar que en las primeras (sin el antibi6ético) hay crecimiento de



bacterias y poco crecimiento de hongos y en la segunda, con amoxicilina, hay una gran
proliferacion de hongos (en un cultivo hay por lo menos diez especies diferentes) y ningun
crecimiento bacteriano. Esto confirma nuestras observaciones anteriores. El antibiotico es
eficaz contra el crecimiento bacteriano pero los resultados sugieren que la ausencia de
bacterias, permite la proliferacion de hongos.

Un efecto parecido se observa con la cefalexina, pero el crecimiento de hongos es menor y
menos diverso que con la amoxicilina.

Segun nuestras consultas bibliograficas, los antibioticos pueden actuar de dos formas:
eliminando directamente las bacterias o inhibiendo su crecimiento y proliferacion. En el
experimento se utilizaron dos de los antibidticos mas comunes, de amplio espectro, la
amoxicilina y la cefalexina. Su efecto fue notable al inhibir el crecimiento de bacterias en el
agar, pero se observdé un crecimiento de hongos exuberante. Todas las repeticiones
realizadas en los dos experimentos llegaron al mismo resultado. Se plantea entonces la
siguiente reflexion: los antibidticos eliminan Unicamente el dominio de las bacterias, las
cuales estan presentes junto a los hongos en todo ambiente. Al obtener este estado
antinatural donde no hay bacterias, los hongos, al no tener una competencia natural, se
reproducen y crecen en proporciones anormales, lo que no se observa bajo condiciones
normales (sin antibidtico). De acuerdo a algunos estudios, los efectos que se observan en el
agar, también se pueden observar en el cuerpo humano al consumir antibiéticos, causando
infecciones debidas a hongos. De ser necesario el uso de antibioticos, pensamos que seria
conveniente que los antibioticos se fabricaran junto con sustancias antimicéticas para el
tratamiento.

Como se puede observar en la Tabla 2 y Figura 2, la gran mayoria de las muestras con
antibacteriales con triclosan como ingrediente activo (incluyendo los controles de las
sustancias), sugieren una eficacia de la sustancia tanto como antibiético, como antimicaético,
ya que no se observé crecimiento ni de bacterias ni hongos, con excepcion de un leve
crecimiento bacteriano en algunos cultivos con el jabon.

Esto lo confirmamos en nuestra investigacion bibliografica en la que encontramos que el
triclosan es un potente agente antibacteriano y fungicida. Es un componente cominmente
usado para productos de limpieza e higiene como, por ejemplo el gel antibacterial, jabones
para manos, crema dental y desodorantes. Recientemente (2013) fue prohibido su uso en
Estados Unidos, tras una extensa investigacion, al concluir que el triclosan producia efectos
adversos en el cuerpo humano. Al contener una actividad tan potente para eliminar los
agentes microbianos, al entrar en contacto con la piel, se eliminan también las bacterias
naturales del cuerpo, las cuales son esenciales para un bienestar en cuanto a la salud, al
haber este desbalance antinatural, el cuerpo es mas propenso a las bacterias y hongos
externos y contraer facilmente enfermedades. Ademas, se sugiere que el triclosan podria
alterar el sistema endocrino y producir cancer. Segun la FDA, los fabricantes de estos
productos en EE.UU. no pudieron demostrar que ingredientes como el triclosan y el tengan
un beneficio antibacterial adicional a la combinacion de jabdn tradicional y agua, mientras
gue diversos estudios cientificos evidencian que el uso repetitivo de este tipo de productos
pueden ocasionar que los gérmenes generen resistencia a estos y por ende no solo no
cumplan su funcién, sino que generen una problematica mayor. Aunque en nuestro



experimento, si observamos un claro efecto antimicrobiano, seria interesante realizar uno
nuevo contrastando el efecto de los productos con triclosan, con el efecto del jabon comun.

Aunque la plata es usada desde la antigua Grecia como antibiético y en algunos estudios las
nanoparticulas de plata han probado ser un antibacterial muy eficiente, en nuestro
experimento no pudimos observar un claro efecto antibiotico ni antimicético de ninguno de los
productos con plata, ya que, tanto en los controles con y sin plata coloidal, crecieron
poblaciones similares de bacterias. Sin embargo, las poblaciones bacterianas parecen ser
diferentes, ya que en el control predomina Proteus vulgaris y en la muestra con plata
predomina Bacillus subtilis. En las muestras con desodorante para pies, ademas de
bacterias, crecieron diferentes especies de hongo.

CONCLUSIONES

Los antibidticos comerciales inhiben el crecimiento bacteriano, pero parecen favorecer el
crecimiento de hongos. Esto podria tener implicaciones importantes en el equilibrio de
poblaciones de microorganismos en el cuerpo.

La amoxicilina parece producir un efecto mas pronunciado en la proliferaciéon de hongos que
la amoxicilina.

Los productos antimicrobianos mas efectivos de todos los probados fueron los antibacteriales
con triclosan (gel y jabdn), mostrando accién antibiética y antimicotica.

Bajo nuestras condiciones experimentales, la plata coloidal y el desodorante para pies con
nanoparticulas de plata, no mostraron un claro efecto antibiético ni antimicaético.
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