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1. Introduccion.

La empresa Jonel SL ubicada en la provincia de Barcelona, tiene como uno de los
objetivos preferentes el desarrollo de productos textiles con propiedades particulares que
justifiquen su utilizacidon en segmentos o actividades que confieran a sus productos un alto
valor afiadido. Este objetivo presenta dos vertientes complementarias: por una parte el
disefio de nuevos productos, la investigacion desarrollada al generar y controlar los
mismos y la creacion de conocimientos en este sector, que son la Ginica arma viable para
hacer frente a la competencia que la industria textil tiene en paises en los que los costes
de produccion son mucho menores; por otra los nuevos productos vienen a cubrir
necesidades del mercado y/o demanda social, como puede apreciarse en los resultados y

la investigacion que se refiere a este y otros productos textiles de alto valor afiadido.

En el mismo orden de ideas existen numerosas aplicaciones de los productos que estan

siendo investigados por Jonel en el campo de las ciencias de la Salud. El presente informe

se centra en algunas de las aplicaciones y propiedades del producto ELSANEK ® . A

modo de ejemplo pueden citarse algunos episodios recientes en los que los productos
textiles han jugado un papel activo en procesos infecciosos. En el afio 2002 en el Queen'’s
Hospital de Birmingham se produjo un brote de infeccion por Acinetobacter baumanii en
la Unidad de cuidados intensivos (Das y cols., 2002). A. baumanii es una bacteria que se
caracteriza por su gran actividad originando infecciones, frecuentemente fatales, en
enfermos comprometidos y muy especialmente en ingresados en unidades de cuidados
intensivos de los que existen numerosas comunicaciones (Lortholary y cols., 1998; Pina y
cols., 1998; Husniy cols., 1999; etc). En el trabajo de Das y cols, tras un minucioso
analisis de las condiciones que habian conducido a la emergencia del brote se llega a la
conclusion de que el reservorio de la bacteria eran, precisamente, las cortinas. Otros
articulos sugieren algunas aplicaciones nuevas de tejidos con actividad antibacteriana.
Tung y Olgun en 2005 realizaron una prospeccion de las bacterias vivas y recuperables en
los teléfonos publicos, particularmente en los micréfonos de los mismos demostraron que
se encontraban 12 tipos diferentes de bacterias de procedencia humana. Los autores
recomiendan la aplicacion de recubrimientos con actividad antimicrobiana de los

auriculares y micréfonos en la telefonia publica. Para ello sugieren la utilizacion de

polimeros con triclosan, justamente el grupo al que pertenece ELSANEK ® (Kalyon y

Olgun 2001)



1.1. Fibras y tejidos a base de polipropileno

El polipropileno es un termoplastico semicristalino, producto de la polimerizacion
de propileno en presencia de un catalizador estéreo-especifico. Es un polimero vinilico,

similar al polietileno, pero con grupos metilo como substituyentes en uno de los carbonos
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de la unidad monomérica.
Monomero de propileno

El fabricado de manera industrial es un polimero lineal, cuya espina dorsal es una
cadena de hidrocarburos saturados. Cada dos 4tomos de carbono de esta cadena principal,
se encuentra ramificado un grupo metilo (CH3), permitiendo distinguir tres formas

isomeras del polipropileno:

Las formas isotécticas y sindiotacticas, dada su gran regularidad, tienden a adquirir
en estado s6lido una disposicidn espacial ordenada, semicristalina, que confiere al material
unas propiedades fisicas excepcionales. La forma atactica, en cambio, no tiene ningun tipo
de cristalinidad. Los procesos industriales mas empleados estan dirigidos hacia la
fabricacion de polipropileno isotactico que es el que ha despertado mayor interés

comercial.

Varios puntos fuertes lo confirman como material idéneo para muchas
aplicaciones: baja densidad, alta dureza y resistencia a la abrasion, alta rigidez, buena
resistencia al calor , excelente resistencia quimica y excelente versatilidad. Ademas, es un

producto inerte, totalmente reciclable, su incineracion no tiene ningun efecto



contaminante, y su tecnologia de produccion es la de menor impacto ambiental (ésta

ultima es una caracteristica atractiva frente a materiales alternativos).

Tiene multiples aplicaciones, por lo que es considerado como uno de los productos
termoplasticos de mayor desarrollo en el futuro, habiendo sustituido gradualmente a
materiales como el vidrio, los metales o la madera, asi como polimeros de amplio uso

general (ABS y PVC).

La utilizaciéon de este material para la fabricacion de tejidos es la base del presente

trabajo.

1.2 ELSANEK ®

Las fibras de polipropileno, que hemos introducido en el apartado anterior, admiten
mediante la aplicacion de nanotecnologias, la incorporacion de principios activos o
complementos en su composicion que doten al producto de propiedades nuevas, que
pueden mantenerse independientemente de los procesos de acabado del tejido. Estas
propiedades pueden ser tanto de tipo fisico como consistir en la incorporacion de

propiedades antimicrobianas.

Propiedades fisicas de ELSANEK ®

Base quimica: polipropileno isostatico (grupo de las poliolefinas)
Punto de fusion: 167°C

Reblandecimiento: sobre 145°C

Peso especifico: 0,91 g/emc

Absorcion de humedad : 0,05%

Conductividad térmica: 0,117 W/mK

Calor especifico: 0,46 kJ/Kg°K

RESISTENCIA:



Tenacidad:

A la polilla y al moho:
A la suciedad:
Al frote:

A disolventes organicos:

Al acido y al élcali:

Solidez de color:

Solidez a la luz:

En forma de hilado, entre 3 y 4 gr/dtex ambos en seco
y humedo lo cual le confiere al tejido resultante, una
resistencia muy superior al algodén en cualquier
condicion.

excelente (ni es atacado ni estropeado)

alta (no absorbe manchas ni atrae el polvo)

excelente en seco y himedo (no hace “pilling”)
Buena. La resistencia no cambia después de estar
sumergido en la mayoria de disolventes durante 24
horas a 30°C; Resiste a la mayoria de ellos sumergido
a punto de ebullicion durante 8 horas.

Excelente. Después de estar sumergido unas 100
horas a 20°C.

amarillo = 5-7; otros colores = 6-8 en la escala de
azules cuyo valor maximo es 8.

muy buena (especialmente con aditivos anti UV)

Colorantes empleados en ELSANEK ® :

Los colorantes empleados en los productos ELSANEK ® estan certificados por la normativa

OekoTex Standard 100, denominada también OekoTex Baby por estar acreditada para

la utilizacidon en productos para bebé.

2. Objetivo general

El objetivo general de esta investigacion ha sido averiguar las propiedades biologicas de
ELSANEK ® de acuerdo a los parametros habituales de evaluacion del efecto

antimicrobiano y de las cuestiones de seguridad de tejidos que deban entrar en contacto

con la superficie de la piel.



3. Materiales y Métodos.

3.1. Determinacion del poder bactericida y del poder bacteriostatico.

El poder bacteriostatico y bactericida se ha determinado siguiendo distintos métodos de
utilizacion general en los laboratorios especializados. Por una parte se ha determinado el
poder antimicrobiano de los tejidos objeto de estudio mediante pruebas cualitativas en
placa en las cuales pudiera ponerse de manifiesto la capacidad bactericida, la capacidad de
difusion del efecto bactericida asi como la capacidad bacteriostatica de los productos a
ensayar. Para ello se realizaron cultivos de las diferentes especies bacterianas ensayadas,
en medio Mueller-Hinton. Se diluyeron los cultivos hasta conseguir una suspension
bacteriana que contuviera aproximadamente 10° UFC/ml. A partir de cada uno de los
cultivos diluidos, se sembraron en superficie de placas conteniendo Mueller-Hinton Agar.
En cada una de las placas sembradas, se deposité una pieza de producto a ensayar o tejido
control (de una superficie de 1.5cm” aprox.). Cuando se trataba de averiguar el efecto
sobre el poder antibacteriano de alguno de los tratamientos ensayados, previamente se
habia sometido el producto a dicho tratamiento. Las placas se incubaron a 37°C = 1 y se
procede a su lectura a las 24h, midiendo en milimetros el didmetro del halo de inhibicion
que se forma alrededor de la pieza en el cual se ha inhibido el crecimiento del
microorganismo. En los casos en que el halo era invisible, se procedio a levantar la pieza
de tejido y a observar la presencia o ausencia de crecimiento visible en la zona que habia

contactado durante la incubacion con el tejido.

3.2. Determinacion cuantitativa de los indices de poder bactericida y bacteriostatico

Condiciones de cultivo.

Las cepas bacterianas se mantuvieron a -80°C en TSB (Caldo de Tripticase y Soja) con
Glicerol al 10%. Para cada experimento se tomaron alicuotas de las suspensiones
ultracongeladas que se suspendieron en 5 ml medio de TSB y se incubaron a 37°C (£1°C).
La pureza de los cultivos se comprobd en todos los casos mediante siembra en estria sobre
agar de tripticase y soja (TSA) contenido en placas de Petri que se incubaron durante 24
horas tras lo que se inspecciond la morfologia colonial de las bacterias desarrolladas. A
partir del primer cultivo en liquido se incubaron 20 ml de TSB en frascos Erlenmeyer de

100 ml de capacidad en bafio metabdlico con agitacion reciproca a 100 rpm (recorrido de 3



cm). Después del cultivo las bacterias se diluyeron en agua estéril hasta la absorbancia
deseada a 600 nm de longitud de onda mediante la utilizacion de curvas de calibracion

densidad Optica/nimero viable.

3.3. Preparacion de los inoculos.

Los in6culos se prepararon por dilucion del cultivo hasta alcanzar un niimero viable de
14 0.4 x 10* cfu/ml (cfu. Unidades formadoras de colonia).

Para la determinacion de los indices bactericida y bacteriostatico se utilizaron las cepas
Styaphylococcus aureus ATCC 6538 y Klebsiella pneumoniae ATCC 4352 que son las
cepas recomendadas por los organismos internacionales para la determinacion del poder
antimicrobiano de los productos textiles. Las cepas pertenecientes al resto de las especies

fueron obtenidas de la coleccion CSUB (Coleccio de Soques de la UB a Bellvitge)

3.4. Inoculacion de las muestras.

Las muestras de producto textil se cortaron en piezas de 1.5 cm cuadrados; cada
muestra se inoculdo con 200 ul /muestra incorporando pequefias porciones del indculo de
modo que el tejido absorbiera toda la suspension de indculo. Cada muestra se procesd por

triplicado.

3.5. Recuento de unidades formadoras de colonia.

Para proceder al recuento de unidades formadoras de colonia cada muestra
inoculada se cubrié con 10 ml de Ringer % tras lo que se procedié a agitar durante 5
minutos. A partir de esta suspension se realizaron diluciones sucesivas en Ringer %4 de los
que se sembraron placas de TSA que se incubaron 24 horas a 37°C (£1°C) tras lo que se

procedi6 al recuento del numero de colonias y a los calculos correspondientes.



3.6. Calculos

Valor de la prueba: Estos valores indican la validez de la prueba. Son aceptables

valores superiores a 1.5.

Ve=Log N, —Log Ny

Donde N 54 es el nimero de bacterias tras 24 horas de incubacién en la tela control

y N es el nimero de bacterias depositadas sobre la muestra al inicio del experimento

Indice bactericida: es un indice que indica el poder bactericida del tejido problema.

Se define como

Ib = Log N°y— Log NPy,

Donde N° g es el nimero de bacterias después de la inoculacion (t=0h) en la tela

control y NP, es el nimero de bacterias tras 24 horas de incubacion en la tela problema.

Indice bacteriostatico: es un indice que indica el poder bacteriostatico del tejido

problema. Se define como

Is= LOg N c24 - lOg N p24

Donde N €4 es el nimero de bacterias tras 24 horas de incubacion en el tejido control y

N P4 es el nimero de bacterias tras 24 horas de incubacion en el tejido problema.

Porcentaje de reduccién: es también un indicador de la capacidad antimicrobiana del

tejido, aunque cuando los inéculos son grandes (> 10*) sugiere potenciales mayores que

los reales.

Porcentaje de reduccion = (log N 34 - Log N ,4)/ log N ;4 x 100

Donde N €4 el nimero de bacterias tras 24 horas de incubacion en el tejido control y N Py



es el nimero de bacterias tras 24 horas de incubacion en el tejido problema.

3.7 Condiciones ensayadas.

Una vez establecida la actividad antimicrobiana de 1 tejido objeto del estudio se ha
determinado el efecto de los factores de manipulacion sobre el mantenimiento de dicha
actividad. Asi se han ensayado los siguientes parametros:
a) Esterilizacion (121°C 20 min)
b) Esterilizacion en autoclave de oxido de Etileno
c) Efecto de la temperatura
a. 35°C 20 minutos
b. 40°C 20 minutos
60°C 20 minutos
d. 90°C 20 minutos
e. 100°C 20 minutos
d) Efectos de lavado

Para ello se utilizé una lavadora convencional con detergente comercial o sin detergente y

procediendo a lavados Standard (agua caliente en dos grupos a 60°C y a 90°C)

3.8 Espectro de actividad
Con el fin de determinar la variedad de especies microbianas sobre las que es capaz de

actuar el producto se ensayaron por el método en placa los siguientes microorganismos:

Escherichia coli.
Candida albicans
Pseudomonas aeruginosa
Enterococcus faecalis
Streptococcus mutans
Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Por otra parte, y teniendo en cuenta el especial interés de Acinetobacter baumanii
Por lo que respecta a las infecciones hospitalarias, cuando se estudid esta bacteria no solo

se tratd de poner de manifiesto la actividad sino cuantificarla mediante determinacion de



los indices bactericida y bacteriostatico.

3.9. Determinacion de la toxicidad dérmica

Para la determinacion de la toxicidad dérmica se ha aplicado el test denominado
“Acute Dermal Irritation/Corrosion”. OCDE 404 (2002). Es una prueba que se aplica a
sustancias solidas y liquidas. El ensayo y evaluacion de las caracteristicas toxicas de una
sustancia, la determinacion de sus efectos corrosivos e irritantes sobre la piel de
mamiferos es un paso inicial relevante porque la informacion derivada puede poner de
manifiesto la eventualidad de posibles complicaciones tras la exposicion al producto
ensayado. Para ello es preciso concretar dos definiciones: Irritacion dérmica o produccion
de cambios inflamatorios reversibles en la piel, debidos a la aplicacion de la sustancia a
ensayar; y corrosion dérmica o produccion de cambios irreversibles titulares en la piel,
consecuencia de la exposicion de la sustancia a ensayar. La sustancia a ensayar es aplicada
en una dosis unica sobre la piel de varios animales de experimentacion, siendo cada
animal también su propio control. El grado de irritacion se cuantifica en funcion del
enrojecimiento que presenta la piel después de la exposicion descrito conforme a
intervalos especificos para obtener una completa evaluacion de sus efectos. La duracion
del estudio seré la necesaria para poder evaluar la reversibilidad o irreversibilidad de los
efectos observados.

Se utilizaron tres conejos machos Gigantes de Nueva Zelanda de 3 Kg de peso a los que se
rasurd la zona dorsal (El conejo albino estd recomendado como animal de eleccion en este
tipo de experimentos). Los animales se adquirieron especificamente para este
procedimiento de acuerdo al protocolo estandarizado y tras autorizacion del Comité ético
de experimentacion animal de la Universidad de Barcelona. Los animales estuvieron
individualmente estabulados. La temperatura del cuarto experimental fue de de 20°C
(£2°C) que es la recomendada para conejos, y la humedad relativa entre el 50-70%. Con
secuencia de 12h de luz y otras 12h de oscuridad. Se administr6 una dieta convencional de
estabulacion sin restricciones, suplementada con agua. Los animales fueron controlados en
un periodo de cuarentena en la zona destinada a tal efecto antes de ser instalados en el
cuarto experimental de acuerdo a las normas de control de los estabularios cientificos. El
control, veterinario corri6 a cargo del personal de estabulario del pabellon de

experimentacioén animal del Campus de Bellvitge.



Criterios de evaluacion de los resultados:

FORMACION DE ERITEMAS VALOR
Sin eritema (Toxicidad nula) 0
Grado minimo. Eritema casi imperceptible 1
Eritema bien definido 2
Eritema moderadamente severo 3
Eritema severo 4
Valor maximo posible 4
FORMACION DE EDEMAS VALOR
Sin edema (Toxicidad nula) 0
Grado minimo. Edema casi imperceptible 1
Edema bien definido 2
Edema moderadamente severo 3
Edema severo 4
Valor maximo posible 4




4. Resultados

En los experimentos preliminares para poner de manifiesto la capacidad antimicrobiana de
ELSANEK ®, se puso de manifiesto que el producto presentaba una aparente capacidad

de inhibir los microorganismos ensayados. En concreto en muchos de ellos era capaz de

inducir la  aparicion de  halos de inhibicion de tamafio notable.

Figura 1. Halo de Inhibicion producido
por un fragmento de ELSANEK ® sin

tratamiento ninguno sobre una siembra

confluente de Staphylococcus aureus

La medida de los didmetros de los halos de inhibicidon (efecto bactericida por producto

difundido) corresponden a lo que se describen en la tabla siguiente:

Cepa bacteriana Diametro del halo de inhibiciéon
S. aureus (8h) 34mm
S. aureus (24h) 35mm
S. epidermidis 50mm
S. mutans Omm
C. albicans 38mm
FEscherichia coli Omm
Pseudomonas aeruginosa Omm
Enterococcus faecalis Omm
Klebsiella pneumoniae Omm
Acinetobacter baumanii Omm




Como puede apreciarse el comportamiento es muy variable y en un buen numero de
especies de entre las ensayadas no se aprecia formacion de halos de inhibicién alrededor
de la pieza. Sin embargo si se aprecia inhibicion del crecimiento en la zona en la cual el

cultivo entra en contacto directo con la muestra.

Cuantificacion del indice bactericida y Bacteriostatico.

K. pneumoniae/algodon

K. pneumoniae/
ELSANEK ®

S. aureus/ algodon

S. aureus/

ELSANEK ®

A partir de estos resultados pueden calcularse los valores de los indices Bactericida y
Bacteriostatico.

Valor de la prueba: los valores indican la validez del experimento cuando son superiores a
L,5.

Klebsiella pneumoniae

Vc=7.07-3.3=3.77

Staphylococcus aureus

Ve =7.82-3-51 =4.31

Por lo tanto ambos son validos

Indice bactericida

Klebsiella pneumoniae -0.6

Staphylococcus aureus 3.2

Indice bacteriostatico

Klebsiella pneumoniae 3.17

Staphylococcus aureus 7.5



indice de reduccion.
Klebsiella pneumoniae 44.87 %
Staphylococcus aureus 96.15 %

Puede considerarse el efecto antimicrobiano de ELSANEK ® como muy elevado.

Efecto de la temperatura
Los tratamientos térmicos aplicados indujeron una relativa reduccion de los halos de
inhibicion en aquellas especies en las que el producto era capaz de provocarlos tal y como

se sefiala en la siguiente tabla:

control 35°C 40°C 60°C 90°C 100°C 121°C
20° 20° 20° 20° 20° 20°

S. aureus 8h 34mm 34mm 30mm 24mm 24mm 23mm 24mm

S. aureus 24h 35mm 32mm 30mm 26mm 24mm 24mm 24mm

S. epidermidis | 50mm 44mm 44mm 44mm 44mm | 44mm 43mm

C. albicans 38mm 36mm 32mm 31mm 32mm 35mm 34mm

El efecto del tratamiento térmico sobre la actividad antibacteriana de ELSANEK ® se

puede visualizar claramente en la grafica que se expone a continuacién en la que se
representan los valores del indice bactericida frente a Staphylococcus aureus tras

tratamientos a diversas temperaturas:




20°C 35°C 40°C 60°C 90°C 100°C 121°C

Fig 2. Valores de Ib (indice bactericida) sobre Staph. aureus tras tratamientos a diferentes temperaturas.

En ella se aprecia con claridad que a 60 °C se produce una relativa disminucion del efecto
bactericida (de 3,5 a 2,4). Sin embargo esta es la maxima reduccion por efecto de la
temperatura. A temperaturas superiores el efecto sobre la actividad antimicrobiana de

ELSANEK ® se mantiene inalterable

Efecto lavado
La actividad de ELSANEK ® se ha determinado tras sucesivos lavados como se ha
indicado en el apartado de Material y Métodos.

Los resultados (tabla ) muestran que la actividad bactericida disminuye con el aumento

del nimero de lavados, mientras que la actividad bacteriostatica se mantiene.

Nuamero de lavados Indice bacteriostatico Reducciéon
60°C 2 lavados 1.9 26
60°C 3 lavados 1.5 21.7

Espectro de accion.

La actividad de ELSANEK ® se ha comprobado en una gama amplia de

microorganismos.

En las bacterias Grampositivas se comporta como bacteriostatico en todas ellas y como
bactericida en la mayoria. Mientras que en la Gramnegativas se comporta como
bacteriostatico. Es un buen fungicida y un buen fungistatico. En las tablas expuestas a

continuacion se indican los resultados cualitativos de este apartado.



BACTERICIDA | BACTERIOSTATICO

S.aureus + +
S.epidermidis + +
St. mutans - +

BACTERICIDA | BACTERIOSTATICO

E.coli - +

P.aeruginosa - -

E.faecalis - +
Kk.pneumoniae - +
FUNGICIDA FUNGISTATICO
C.albicans + +

Actividad frente al patogeno Acinetobacter baumanii

Dado el especial interés del mundo clinico por las infecciones nosocomiales producidas
por A. baumanii, se tratd de modo especial la susceptibilidad de esta bacteria a

ELSANEK ® . Para ello se empled la cepa CSUB 3245 de A. baumanii. Cepa aislada de
un caso del hospital de Bellvitge.

Indice bactericida: -2.3

Indice bacteriostatico: 1.69

% de reduccion (UFC/ml): 23.27

A partir del analisis de estos resultados puiede concluirse que se trata de un muy buen

bacteriostatico frente a 4. baumanii CSUB 3245.



Toxicidad dérmica

La toxicidad dérmica en conejo se determino por el protocolo anteriormente citado con los

siguientes resultados:

Valoracion de la aparicion de EDEMAS.

0.5h 24h 48h 72h
Conejo 1 0 0 0 0
Conejo 2 0 0 0 0
Conejo 3 0 0 0 0

Valoracion de la aparicion de ERITEMAS:

0.5h 24h 48h 72h
Conejo 1 0 0 0 0
Conejo 2 0 0 0 0
Conejo 3 0 0 0 0




CONCLUSIONES PROVISIONALES :

ELSANEK ® es un material textil con excelentes propiedades antimicrobianas y exento

de toxicidad. Es escasamente bactericida, con lo que se puede considerar que afectara
pobremente a la flora normal de la superficie del cuerpo, mientras que mantiene, tras todos
los tratamientos ensayados una buena actividad bacteriostatica. Esta es la caracteristica

ideal en la fabricacion de tejidos con actividad antimicrobiana y abre grandes perspectivas

en la utilizacion de ELSANEK ® en ¢l entorno clinico y doméstico cuando sea

necesario mantener estables las poblaciones microbianas, prevenir transmision de



infecciones a través de los productos textiles (sdbanas y otros productos en contacto con la

piel), y evitar olores desagradables procedentes del metabolismo bacteriano. Asimismo es

de destacar la accion antifingica de ELSANEK ® como se indica en el apartado de

resultados.

Barcelona, 20 de Octubre de 2006

Dr. César Escribano

Investigador

VOBO
Prof. Miguel Vifias Ciordia

Catedratico de Microbiologia
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