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DESCONTAMINACION DE CABINAS
DE SEGURIDAD BIOLOGICA

MEDIANTE LA APLICACION DE

VIRKON, PERASAFE Y CEBER MPW

Este estudio compara la eficacia de tres productos quimicos empleados en la descontaminacién superfi-
cial de cabinas de seguridad biolégica de clase Il. Los dos primeros, Perasafe®y Virkon®, de uso rutinario
y el tercero, el Ceber MPW®, un nuevo descontaminante de la empresa STERIS, en fase de prueba y

validacion.

no de los puntos criticos presentes

en Centros Sanitarios, de Diag-

néstico o Investigacion, en rela-
cién a una posible exposicion de trabaja-
dores y espacios a agentes biolégicos de
alto riesgo, son las cabinas de seguridad
bioldgica (CSB). Una CSB constituye una
barrera primaria de contencién puesto
que en su interior es liberado intencional-
mente de su envase primario, un agente
biolégico para poder ser manipulado en
distintas técnicas microbioldgicas. El co-
rrecto uso de la cabina se convierte en un
aspecto primordial para evitar cualquier
tipo de contaminacién, tanto para el
personal directamente o indirectamente
implicado como para el medioambien-
te interior, incluyendo las tareas de bio-
descontaminacién de superficies una vez
concluido el trabajo.

La eleccion del descontaminante a uti-
lizar, su aplicacién, tiempo de actuacién,
efectos adversos y eficacia del producto,
son caracteristicas fundamentales a tener
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en cuenta para que el proceso de descon-
taminacion sea eficaz.

Introduccién
Las CSB o cabinas de bioseguridad, son
equipos disefiados para mantener una
zona de trabajo libre de particulas o de
probables contaminantes, que puedan
alterar el producto con el que se trabaja,
afectar a la salud del trabajador o afectar
al medio ambiente. En definitiva ofrecen
proteccion frente a los riesgos asociados al
manejo del material infeccioso y otros ma-
teriales bioldgicos peligrosos, excluyendo
materiales radiactivos, tdxicos y corrosivos.
La proteccion que proporcionan este tipo
de equipos se logra mediante la combina-
cion de elementos mecanicos y eléctricos
(motor, ventilador, filtro, iluminacién, etc.),
con procesos fisicos (flujo laminar, diferen-
cia de presiones, etc.), que hacen que se
impulse el aire a través de unos filtros espe-
ciales. Estos filtros se conocen como filtros
H.E.P.A (High Efficiency Particulate Air), cuya

funcién es retener particulas en suspension
en el aire de entre 0,12 y 0,20 micrémetros
en las peores condiciones posibles, es decir
aquellas particulas con tamafio de méximo
poder de penetracién (maximun power pe-
netration size, mpps), llegando a tener una
eficiencia de 99995 %.

Debido al uso al que estan destinados,
estos equipos pueden suponer un punto de
contaminacién bioldgica primaria, si no son
utilizados adecuadamente.

La descontaminacion superficial de las
CSB, una vez finalizados los trabajos de in-
vestigacion, es fundamental dentro del co-
rrecto uso que se le da al equipo.

El uso de descontaminantes como Pera-
safe® y Virkon® validados para una amplia
gama de microorganismos, no son habitua-
les en estos equipos, prefiriéndose el alco-
hol 70 por su facilidad de uso desde el reci-
piente original y coste, pero que no satisface
el éxito esperado en muchas ocasiones de-
bido a su volatilidad y en consecuencia a la
posibilidad de recontaminacion de espacios
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superficiales ya descontaminados sin haber
finalizado completamente el proceso.

Aparecen en el mercado nuevos pro-
ductos de uso rapido para biodescontami-
naciones superficiales como es el caso del
Ceber MPW®, producto comercializado por
la firma Steris y que aln no esté validado
para su uso en CSB.

Objetivo

El objetivo principal del presente estudio
es demostrar la eficacia descontaminante
del producto quimico Ceber MPW® de
Steris al emplearlo en CSB ubicadas en las
diferentes areas de contencién bioldgica
(NCB-2 y NCB-3) presentes en el Centro
de Investigacion en Sanidad Animal y su
comparacién con el uso de los productos
Perasafe®y Virkon®.

Material y método

Ambito de estudio

El estudio se ha llevado a cabo sobre
CBS de clase Il. A en las que se manipu-
lan muestras infecciosas y/o susceptibles
de crear cualquier tipo de contaminacién
y ubicadas en laboratorios de nivel de
contencién bioldgica 2 (NCB-2), salas de
investigacion y laboratorios de nivel de
contencién bioldgica 3 (NCB-3) y boxes
de experimentacién animal para grandes
y pequefios animales.

Material empleado

Para poder desarrollar este estudio, el ma-

terial empleado ha sido el siguiente:

¢+ CSBdeclase Il. A.

¢ Placas 3M Petrifilm reconocidos por la
AOAC INTERNATIONAL como Méto-
dos Oficiales de Andlisis (OMA). Per-
miten el recuento de, en este caso,
aerobios, enterobacterias, mohos y le-
vaduras.

¢ Perasafe®. Contiene acido citrico (20-
25%), alquilaril sulfato sodico (1-2%)
y perborato sédico (40-60%) como in-
gredientes activos. Presenta un sistema
perdéxido que genera un equilibrio de
iones peracetato a pH 8.0 equivalentes
a una concentracién del 0,26% de écido
peracético. Su mecanismo de accion es
por oxidacién de proteinas. Es activo
frente a bacterias, hongos, levaduras,
endosporas y virus.

¢ Yaen 1902, Freer y Novy (1902) dieron
a conocer las excelentes propiedades
del &cido peracético como agente ger-
micida, afirmando la excelente accién
desinfectante y esterilizante en frio del
cido peracético.
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Figura 1. Divisién de la cabina de seguridad biolégica y distribucién de los controles.

Reactivos quimicos y Formulados

En 2002 quedd demostrado como el &ci-
do paracético era el germicida mas activo
de entre otros 23 elementos testados frente
a esporas de Bacillus thermoacidurans (Ste-
ris Co., 2002). Estudios posteriores catalo-
garon al acido peracético como bactericida
al 0,001%, fungicida al 0,003% y esporicida
al 0,3%.
Virkon®. Presenta una actuacién de am-
plio espectro frente a bacterias, hongos y
virus. Las soluciones son estables aproxima-
damente 7 dias y se presenta una mezcla
equilibrada y estabilizada de compuestos
peroxidados, tensoactivos y acidos orga-
nicos. Actlia produciendo disrupcién de la
pared celular y la consiguiente muerte. Los
compuestos peroxigenados pueden causar
también degradacion e inactivacion de los
acidos nucleicos por su fuerte potencial
oxidante. Distintos estudios han mostrado
la actividad microbiocida del Virkon®. Sin
embargo las controversias sobre su efectivi-
dad han creado incertidumbre sobre el uso.
(Hernandez y col., 2000; Suérez y col., 2003;
McCormick y Maheshwari, 2004; Chan y
Abu Bakar, 2005).
¢ Ceber Muti Purpose Wipe. Nuevo des-
contaminante de la firma Steris, basado
en alcohol isopropilico al 63% de volu-
men, que va a ser validado para des-
contaminar la superficie de las cabinas
de seguridad biolégica.

¢ Estufa/Incubador. NUAIRE

Los formulados Virkon® y Perasafe® fue-
ron obtenidos de FHP (Francisco Hurtado
Portela, Espafia).

El formulado Ceber MPV® (Ceber Muti
Purpose Wipe) fue cedido por la Compariia
STERIS Iberia S.A. (Espafia).

Método de trabajo
Los ensayos la valoraciéon de los compues-
tos ensayados fueron realizados bajo un

escenario de condiciones reales en am-

biente “sucio” y a una temperatura de

20°C.

La superficie de trabajo de las CSB se
sectorizé en tres espacios paralelos de
iguales dimensiones espaciales.

La toma de muestras se practicé en 10
CSB; 5 de ellas situadas en contencién bio-
l6gica de nivel 2y 5 en nivel 3. Antes de la
toma, se conectaron las cabinas durante 10
minutos con el fin de lograr la estabilizacién
del flujo laminar.

En cada CBS utilizada, se tomaron mues-
tras superficiales antes y después del proce-
so de descontaminacién; 9 en los espacios
perimetrales laterales y 7 en los espacios
centrales, siguiendo una estrategia de
muestreo simétrica y de puntos equidistan-
tes entre si (figura 1).

La toma de muestreas se realizd sobre
placas de contacto Petrifilm (3M), con agar
triptona de soja (TSA) como medio de cul-
tivo, y suplementado con histidina y lecitina
como neutralizantes de desinfectantes y
detergentes con actividad antimicrobiana,
buscandose la presencia de microorganis-
mos aerobios, enterobacterias, levaduras y
moho.

El proceso fue sistematico antes y des-
pués del uso de los descontaminantes,
consistiendo en:

a. Hidratacién de placas afiadiendo 1 mL
de agua estéril una hora antes de su
uso. Las placas no permanecieron hi-
dratadas mas de 7 dias.

b. Siembra. Levantamiento de la pelicula
y toma de muestra en superficie presio-
nando la placa sobre la misma.

c. Incubacion en la estufa. El tiempo de in-
cubacién varié en funcion del microor-
ganismo a testar (tabla 1).

d. Contaje. Transcurrido el tiempo de in-
cubacién, se procedié al recuento de
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TIPOS DE TEMPERATURA DE TIEMPO DE
MICROORGANISMOS INCUBACION INCUBACION
Aerobios 48h
Enterobacteria 36-37°C 22h

Mohos y levaduras 3-5 dias

Tabla 1. Temperatura y periodo de incubacién de los distintos microorganismos cultivados.

las Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) aparecidas. El resultado es fun-
cién del nimero de colonias que ofre-
cen crecimiento y la superficie de la
misma.

Finalizada la primera toma de muestras
sobre superficie no tratada, se procedié
a su descontaminacién aplicando los
tres productos quimicos, el Perasafe®, el
Virkon® y el Ceber MPW® en cada cua-
drante sefnalado (incluyendo los laterales,
la bancada y el frontal) (figura 2).

En el cuadrante 1 se aplicé Perasafe®;
en el cuadrante 2, Ceber MPW® y final-
mente en el cuadrante 3, Virkon®.

Perasafe®y Virkon®, fueron preparados
antes de su aplicacién al ser su presenta-
cién en polvo.

La disolucién de uso fue realizada en
agua a temperatura igual que la ambiente
(20°C).

Para Perasafe®, se disolvié 1'62 g del
producto en 1 L de agua. Para Virkon®,
se utilizaron 20 g del producto en 1 L de
agua para obtener una concentracién fi-
nal del 2%.

Ambos biodescontaminantes se aplica-
ron sobre la superficie mediante pulveri-
zaron a baja presion y se dejaron actuar
10 minutos.

Ceber MPW® no precisa ningln tipo
de preparacién ya que viene en forma-
to de toallita impregnada contenida en
un sobre estanco, de modo que, una
vez preparada la cabina, se llevé a cabo
el des-sellado del sobre y su aplicacion
directa sobre el cuadrante de superficie

seleccionado. El tiempo de actuacién fue
igualmente de 10 minutos.

Finalizada la biodescontaminacién, se
procedié a una nueva toma de muestras
e incubacién siguiendo el mismo proceso.

Resultados

A continuacién se muestran las tablas que
recogen los resultados obtenidos tras los
muestreos realizados (tabla 2-3).

Para poder comprobar si las cabinas de
seguridad bioldgica estdn o no contami-
nadas, el criterio de aceptacién recomen-
dado para este tipo de equipos es el que
marca la norma UNE-171340.

En la superficie de las cabinas de segu-
ridad bioldgica, se consideran que estas
estan contaminadas siempre que el resul-
tado del muestreo sea mayor o igual a 10
ufc/25cm?.

En ella se aprecia que de las diez ca-
binas que fueron muestreadas, 9 estaban
contaminadas, presentando un crecimien-
to superior a las 10ufc/cm?

Una de las cabinas presento una con-
taminacién no significativa, ya que del
muestreo total, sélo hubo crecimiento de
Tufc/cm?, tanto en el caso de los aerobios
como el caso de las enterobacterias.

Tras la descontaminacion de las cabi-
nas de seguridad biolégica, se realizd un
nuevo muestreo de la superficie de las
mismas, con el fin de comprobar la efecti-
vidad de los productos empleados.

Los resultados obtenidos quedan reco-
gidos en la tabla 3. En ella se aprecia que

s
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Figura 2. Divisién de la cabina de seguridad bioldgica para aplicar los tres descontaminantes.
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la mayor parte de las CSB muestreadas no
presentan ningun tipo de contaminacién.

Una cabina (CSB-2), presenté 1ufc/cm?
en el cuadrante que fue descontaminado
con Perasafe®. El crecimiento se considera
despreciable, ya que es muy inferior al cri-
terio aceptacion aplicado.

Se pudo constatar que los valores de
temperatura y humedad no variaron en méas
de 1°C y se mantuvo una humedad relati-
va 45% durante los ensayos. Igualmente, la
velocidad del aire en el interior de las CBS
resultd ser la misma durante los ensayos de
validacién (= 0,1 m/s).

Discusion

Los niveles de desinfeccién resultan ser
uno de los principales problemas para la
mayoria de los laboratorios.

Muchas de estas instalaciones, optimizan
los recursos de infraestructura cientifica
disponibles permitiendo la existencia de
salas especificas donde los equipos re-
sultan ser de uso compartido, como es el
caso de las CSB.

Esta situacion, acrecienta el problema de
posibles contaminaciones entre experien-
cias distintas y la posibilidad de exponer a
un usuario a agentes biolégicos no vincula-
dos a su linea de diagndstico o investiga-
cion.

Si después del uso de una CSB, no se
procede a una descontaminacion porme-
norizada de las superficies, el usuario o el
técnico encargado de mantener un criterio
aséptico admisible en una instalacion se ve
sometido a un grado de incertidumbre sig-
nificativo que no asegura un uso éptimo de
estos equipos.

Por lo tanto, la garantia de estos procesos
de descontaminacién simples o redundan-
tes, no se basa en la comprobaciéon de la
evidencia descontaminante por la implan-
taciéon de un método cuantitativo repro-
ducible, sino por la ausencia en el tiempo
de contaminaciones cruzadas (Richmond y
Nesby-O'Dell, 2002).

En base a todo ello, el presente estudio
comparativo trata de aportar una vision
cuantitativa del comportamiento de los
descontaminantes bioldégicos selecciona-
dos entre si, en un mismo entorno, tratando
de ofrecer al usuario, una herramienta de
uso rutinario para las biodescontaminacio-
nes a afrontar.

Los resultados obtenidos han demostra-
do que los formulados Virkon®, Perasafe®y
CEBER MPW?®, se comportan como exce-
lentes biodescontaminantes sobre superfi-
cies que pueden soportar una carga biolo-
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gica significativa, siendo equiparables a los
resultados obtenidos por otros autores con
diferentes tipos de biocidas (Van Klingeren
et al., 1998; Eleraky et al., 2002; Mller y
Kramer, 2008).

Los niveles de eficacia obtenidos con
el formulado Virkon®, que demuestran el
alto grado de desinfeccion que es posible
alcanzar con su uso, son similares a los ob-
tenidos por otros autores, tanto en ensayos
in vitro (Gasparini et al., 1995; Hernédndez
et al., 2000) como in vivo (Angelillo et al.,
1998).

Adicionalmente, el formulado Virkon®
presenta un mantenimiento de su actividad
biodescontaminante mayor en el tiempo (>
72 horas), mostrando la caracteristica del
viraje de color cuando deja de ser activo,
exhibe una baja ecotoxicidad conjuntamen-
te con un alto grado de biodegradabilidad,
y a la concentracién del 1% esta clasificado
como no irritante de piel y ojos (McCormick
y Maheshwari, 2004). Sin embargo, presenta
como desventajas su pH bajo, lo que puede
provocar un ataque a las superficies de ace-
ro inoxidable en exposiciones a largo plazo.

Los estudios realizados con el formulado
Perasafe®, han demostrado su alta eficacia
frente a gran nimero de microorganismos,
siendo los resultados obtenidos por los di-
ferentes autores muy similares a los obteni-
dos en el presente estudio (Stanley, 1999;
Hernandez et al., 2003).
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Perasafe® presenta como ventajas el ser
un esterilizante en frio, con un valor de pH
alrededor de 8 y por lo tanto inactivo fren-
te a la mayoria de los materiales estructu-
rales, y necesitar un tiempo de residencia
para ser efectivo de 10 minutos. Como
desventaja presenta un coste muy superior
al Virkon® y una actividad méaxima de 24
horas.

CEBER MPW® presenta como ventaja su
presentacion y la facil aplicacion.

Como desventaja, la pérdida de des-
contaminante en la aplicacion que al estar
incorporado en toallitas himedas, puede
dar lugar a pérdida del descontaminante
si se realizan continuas aplicaciones, po-
niendo en duda que se mantenga en todo

momento la misma cantidad de producto
0 su concentracion.

Conclusiones

El presente estudio muestra que tanto
Virkon®, Perasafe® como Ceber MPW®, re-
sultan ser una alternativa efectiva para proce-
sos de biodescontaminacion de superficies
en CSB de clase Il respecto a biodesconta-
minantes tradicionales (alcohol 70°).

Por otro lado, teniendo en cuenta el con-
junto de datos respecto a la eficacia bio-
descontaminante, caracteristicas quimicas y
de aplicacién, y la ausencia de produccion
de dano en superficies, Perasafe® y Ceber
MPW?® resultan ser a priori, productos idea-
les para su uso en CBS «
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