Para cualquier instalacion de investigacion, diagnostico, experimentacién o produccion, la
contaminacion superficial de espacios y equipos resulta critica. Los niveles de desinfeccion
a alcanzar, en consecuencia, resultan ser uno de los principales problemas de bioseguridad.
Seleccionar un equipo de facil manejo y aplicacion, que permita el uso de cualquier
biodescontaminante o biocida, que reduzca notablemente el tiempo de aplicacion, gque sea lo
menos agresivo posible para el técnico aplicador, que garantice una alta eficacia microbiolégica
probada, que el proceso sea validable, que genere un ahorro de producto y que permita en
consecuencia mantener la integridad fisica de las instalaciones, es un objetivo para cualquier
especialista en bioseguridad. La combinacion de un sistema de rociado o micropulverizacion
usando la accion que genera el proceso fisico de lainduccion electrostéatica, junto ala garantia que
ofrece un biocida de amplio espectro microbiolégico, constituye una herramienta de bioseguridad
de alto valor para su aplicacion en cualquier Instalacién que necesite el mantenimiento de un

estatus microbioldgico por encima de lo aceptable.
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BIOLOGICO
a induccion electrostatica permite
atomizar un producto guimico bio-
cida o desinfectante en un tamano
medio de gota de 33 micras y cargarlo
eléctricamente gracias al paso del aerosol
generado a través de una boquilla que pre-
senta un electrodo activado.

El aerosol generado y cargado induce a
una reordenacion eléctrica de la superficie
de un material. Lo pasa de un estado de
equilibrio eléctrico (neutro) a cargado, per-
mite una atraccion entre ambos de 70 a 80
veces la fuerza de la gravedad y asegura,
gracias a la reordenacion eléctrica, la ausen-
cia de superposicion.

El uso de este principio fisico en la aplica-
cion de desinfectantes de superficie sobre
espacios biocontaminados o que presentan
una carga microbiolégica no deseada, su-
pone un salto cualitativo en la eficacia del
proceso.

Se impide, en comparacion con los méto-
dos de rociado tradicionales, la generacion de
espacios vacios entre gotas que imposibilitan
una dispersion del producto de forma conti-
nua y homogénea, en una cantidad adecua-
day con un tiempo de permanencia minimo,
es decir, se favorece la creacion de un quimio-
film activo sobre el bio-film existente.
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De entre los biocidas/descontaminantes
existentes en el mercado que presentan la
mayor eficacia espectral antimicrobiana y
menor tiempo de residencia frente a la ma-
yor eficacia, VIRKON es el més completo.

Objetivo

El objetivo principal del presente estudio
es el de demostrar la eficacia descontami-
nante combinada entre el uso de un siste-
ma de induccion electrostatica de Ultima
generacion y el biocida de amplio espectro
VIRKON. Todo ello, con el fin de concluir
sobre su idoneidad de uso en procesos de
biodescontaminacion en instalaciones cien-
tificas de diagnostico, investigacion y ex-
perimentacion animal de moderado vy alto
riesgo bioldgico. Asimismo se tratard de de-
mostrar si Geobacillus stearothermophilus,
en sus diferentes presentaciones, resulta
adecuado en la validacion microbiolégica
del proceso con el biocida seleccionado.

Material y método

El estudio se ha llevado a cabo sobre espa-
cios de contencién bioldgica en los que se
trabaja con agentes patdgenos zoondsicos
y NO zoondsicos.

Geobacillus Stearothermophilus es una
bacteria Gram-positiva aerobia y con for-
ma de bacilo.

El bioindicador ha sido utilizado en dos
presentaciones: no encapsulado (en siem-
bra) y autocontenido.
¢ Indicadores biolégicos autocontenidos:

MATACHANA 85022 1.0X106. ATCC

7953. Lote: 4052 1812

Presentan una tira de papel impreg-
nado con las esporas de G. Stearother-
mophilus y el medio de cultivo con
indicador de pH separado en una cap-
sula; todo dentro de un vial flexible de
propileno.

Se han utilizado de dos modos:

- Apertura de la capsula y extraccion
del medio de cultivo interior antes
de proceder a la descontamina-
cion, dejando el tapén abierto.

- Apertura la capsulay mantenimien-
to del medio de cultivo interior (sin
extraccién) antes de proceder a la
descontaminacion.

* Indicadores no encapsulados: SPOR-
DEX NA30OP Geobacillus Stearother-
mophilus 12980 2.1X105 envueltos
en Tyvek/clear (cara porosa) Mylar. Los
discos inoculados con la espora son
de poliestireno Lote: AH-006.Caduci-
dad:2019-05-31.

* Indicadores no encapsulados: SPOR-
DEX NA333 Geobacillus Stearother-
mophilus 2.2X106 envueltos en Tyvek/
Tyvek. Los discos inoculados con la es-
pora son de fibra de vidrio.

¢ Bioindicador ~ SPORDEX  NA300P
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2.1X105 (Geobacillus  stearother-
mophilus STCC7953). Lote: K18002
1388. Caducidad: 2019-04-18

Medio de cultivo Spordex NA117.
Lote: PM199. Caducidad: 2018-12-06.
Placas de contacto RODAC: Agar Mac
Conkey.

Medio de diferenciacion selectivo
para el aislamiento de enterobacterias
asi como otros bacilos Gram-negativos
y entéricos, de facil desarrollo, aero-
bios y anaerobios facultativos, fermen-
tadores o no de la lactosa.

Posee en su composicion cristal viole-
ta y sales que inhiben el crecimiento de
bacilos Gram-positivo.

Las bacterias entéricas fermentan la
lactosa y pueden ser detectadas utili-
zando el indicador de pH rojo neutro
originando colonias de rosadas a rojas,
mientras que los no fermentadores
aparecen como colonias trasparentes

Es un medio de cultivo de color rojizo
plrpura con un pH final 7,1 £ 0,2 y se

De entre los biocidas/

descontaminantes

existentes en
el mercado que

presentan la mayor

eficacia espectral
antimicrobiana y
menor tiempo de

residencia frente a

la mayor eficacia,

VIRKON es el mas

completo

debe incubar durante de 24 a 48 horas
a 35°C - 37°C.
Placas de contacto RODAC: Agar Sa-
bouraud Cloranfenicol.

Medio selectivo para hongos (levadu-
ras, mohos y dermatofitos).

El medio inhibe el crecimiento bac-
teriano gracias al uso del cloranfenicol
(antibidtico) y favorece el crecimiento
de los hongos debido a la presencia
de azucares y peptonas en su compo-
sicién, Es utilizado para el cultivo de
hongos, sobre todo dermatofitos.

De color pardo, presenta un pH final:
5.6 +0.2.

Se deben incubar durante 48 horas
a 30°C - 35°C si se buscan levaduras
y a 25°C — 30°C si se buscan hongos
filamentosos.

En el caso de buscar dermatofitos el
periodo de incubacion se amplia hasta
las dos semanas.

Placas de contacto RODAC: Agar VRG.

Medio de cultivo para enterobacte-
rias, bacterias coliformes fermenta-
doras de lactosa, cepas de E. coli no
fermentadoras de lactosa, y diferente
no fermentadoras de lactosa.

Contiene glucosa para la fermenta-
cién, rojo neutro como indicador y cris-
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tal violeta y sales biliares que inhiben el
crecimiento de bacilos Gram-positivos
y permiten el crecimiento de organis-
mos Gram-negativo,

® Placas de cultivo (ref. 25011). Corning
60mm. 60x15 mm

® Incubader MATACHANA. Art. N°
85208

» VIRKON. Amplio espectro microbio-
l6gico, produciendo disrupcién de la
pared celular y degradacion e inactiva-
cion de los acidos nucleicos. Se trata
de una mezcla equilibrada y estabiliza-
da de compuestos peroxidados, tenso-
activos y acidos organicos.

Formulado con presentacién sélida
en polvo proporcionado por la em-
presa FHP (Francisco Hurtado Portela,
Espania).

¢ Equipo pulverizador de induccién elec-
trostatica; CS-900 de Bioplanet Inter-
national LLC n° serie: 120G00956 de
la casa MicroClean.

¢ Pulverizador ES Sprayer. ES-120 de Bio-
planet International LLC. P/N: 200026.
S/N: 115CS0114 de la casa MicroClean.

Los ensayos se llevaron a cabo entre ene-
ro y marzo de 2019 en condiciones reales
de ambiente contaminado, sobre el que se
realizé una limpieza previa convencional
para el arrastre de materia organica grose-
ra. Se localizaron en la superficie de un box
de experimentacién para grandes anima-
les situado en la zona de experimentacion
animal bajo entorno de Alta Contencién
Biologica (ANCB3) del Centro de Investiga-
cién en Sanidad Animal,

Se seleccionaron dos superficies de 2 m?
libres de objetos situadas en el suelo del
box. Las condiciones fisicas paramétricas
del espacio fueron controladas:

* Humedad relativa del 40% -50%,

e Temperatura entre los 20°C y 21°C.

* Velocidad del aire > a 0,5m/s.

® Presion negativa (sub-atmosférica) de
-90Pa £ 5

| B Bioindicador SPORDEX NA3OOP 105

Il Bioindicador SPORDEX NA333 106
Bivindicador gka Steri-RecordA B-S-MBP-10-8, 106, Medio de cultivo fusra de la capsula,
Bioindicador gke Steri-RacordR B-5-MBP-10-6. 106, Medio de cultivo dentro de la capsula,
Placa de cultivo agar Mc Conkey, Enterobacterias
Placa de cultivo agar Sabouraud Cloranfenicol. Hongos y levaduras

. Placa de cultivo agar VRG. Enterobacterias califormes
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|
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Figura 1.Disposicion de los bioindicadores y placas en el box.

a. Hidratacién de placas, anadiendo 1 mL
de agua estéril una hora antes de su
uso.

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

c. Estrategia de muestreo: Las posicio-
nes de los bicindicadores y la toma de
muestras con placas siguieron una es-
trategia de muestreo simétrica dentro
de la superficie sefialada (figura 1).

d. Incubacién en la estufa: El tiempo de
incubacion vario en funcién del mi-
croorganismo a testar (tabla 1).

e. Contaje: Transcurrido el tiempo de incu-
bacion, se procedié al recuento de Uni-
dades Formadoras de Colonias (UFC).

Se llevaron a cabo dos procesos simulta-
neos repetidos 5 veces: aplicacion de pul-
verizacion simple y doble. Se prepara el
producto quimico biocida a dosis de uso
del 2% (20g/L) segun indica el fabricante.

TEMPERATURA Y PERIODO DE INCUBACION DE LOS DISTINTOS

MICROORGANISMOS CULTIVADOS (TABLA 1)

48 horas

Aerobios
Enterobacterias 36-37° C 22 horas
Mohos y levaduras 3-5 dias
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El tiempo de contacto (residencia) requeri-
do fue de 10 minutos.

Se limpia la superficie de ensayo con
agua eliminando posibles restos groseros
de materia organica. Finalizada la primera
toma de muestras inicial sobre la superfi-
cie no tratada con el fin de determinar la
poblacién microbiana iniciat, se procedié a
la realizaron de los ensayos con el biocida
VIRKON,

PrueBa 1
Se colocan los bioindicadores y las placas
de cultivo siguiendo el mapeo (figura 1).

La disolucién de uso fue realizada en
agua a temperatura ambiental.

Se lleva a cabo una pulverizacion y trans-
curridos 10 minutos de residencia del pro-
ducto, se recogen los controles SPORDEX
(H,0,) con pinzas estériles y se introducen
en el medio de cultivo.

Se introducen los medios de cultivo de
los bioindicadores Matachana en su capsu-
la y se repite una toma de muestras com-
pleta con el fin de identificar la reduccién
de UFC.

Se cierran las placas de cultivo y se trans-
portan a incubacion durante 48 horas.

Pruesa 2

Se llevan a cabo dos pulverizaciones se-
guidas en las mismas condiciones que las
establecidas para la prueba 1.
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1 92

2 99 41
3 85 a7
4 84 37
5 89 33
6 93 42

Tabla 2. Unidades Formadoras de Colonias (UFC), obtenidas tras la primera toma de muestras.

Resultados

Se considera una superficie como bio-
contaminada siempre que el resulta-
do del muestreo sea mayor o igual a 10
ufc/25cm2,

Se pudo constatar que los valores de tem-
peratura y humedad no variaron en mas de
1°C y se mantuvo una humedad relativa
entre el 40% y el 50% durante los ensayos.
Igualmente, la velocidad del aire en la zona
de ensayo se situ6 ente los 0,5 m/sy los 0,8
m/s como consecuencia del mantenimiento
de la presion sub-atmosférica existente (-90
Pa) en el interior del espacio de ensayo.

Discusion

Muchas Instalaciones sanitarias optimizan
los recursos de infraestructuras, permi-
tiendo el uso compartido de espacios y
equipos.

Esta situacion permite la reutilizacién de
fos mismos para labores de experimenta-
ci6n, el paso de operarios por estas areas
para la realizacion de diferentes actividades
aunqgue lo realicen de forma protegida, el
paso de Utiles o elementos méviles, los sis-
temas de tratamiento y renovacion de aire,
el uso de herramienta y fungibles de mante-
nimiento... En definitiva, cualguier elemen-

to que se desenvuelva en un espacio puede
generar un problema de posible contami-
nacién de mayor o menor consideracion.

Resulta necesario establecer un programa
preventivo, predictivo o a veces correctivo
de biodescontaminacion o biotratamiento,
que asegure el mantenimiento de la po-
blacién microbiana residente endémica o
incorporada en un nivel aceptable.

La aplicacién de métodos o procesos de
biodescontaminacién simples o redundan-
tes reproducibles, permite obtener en el
tiempo una ausencia de contaminaciones
cruzadas (Richmond y Nesby-O'Dell, 2002).
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MONITORIZACION MICROBIOLOGICA POST TRATAMIENTO (TABLAS 3 Y 4)
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Tabia 3. Unidades Formadoras de Colonias (UFC), obtenidas tras una pulverizacién.
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Tabla 4. Unidades Formadoras de Colonias (UFC), obtenidas tras doble pulverizacion.

El presente estudio aporta la evidencia de

que la combinaciéon de un efecto fisico, un
equipo determinado, un método, un pro-
cedimiento y un biocida conocido, pueden
constituir una herramienta eficaz y de bajo
coste para el control microbioldgico de su-
perficies y espacios con uso esporadico, pe-
riédico o rutinario.

Los resultados obtenidos han demostrado

gue esta combinacion ofrece excelentes re-
sultados, siendo equiparables a los obteni-
dos por otros autores con diferentes meto-
dologias y tipos de biocidas (Van Klingeren
et al., 1998; Eleraky et al., 2002; Muller y
Kramer, 2008).

Los niveles de eficacia obtenidos con el

formulado VIRKON, son similares a los ob-
tenidos por otros autores, tanto en ensayos
in vitro (Gasparini et al., 1995; Hernandez
et al., 2000) como in vivo (Angelillo et al.,
1998).

En todos los ensayos realizados de las dos

pruebas disefladas, se observd crecimiento
de los bioindicadores utilizados.

Conclusiones

1.

La reduccién poblacional media de
bacterias aerobias, una vez aplicado el
metodo de pulverizacion simple, es del
94,65% y por pulverizacién doble es
del 99,64%.

2. Lareduccién media de enterobacterias
en la primera prueba fue del 98,15% vy
en la segunda del 100%.

3. La reduccién media de mohos y leva-
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El presente estudio
aporta la evidencia de
que la combinacion
de un efecto fisico, un
equipo determinado,
un método, un
procedimiento y un
biocida conocido,
pueden constituir una
herramienta eficaz y
de bajo coste para el

control microbioldgico

de superficies y
espacios con uso
esporadico, periodico
o rutinario

duras alcanzada en ambas pruebas fue
del 100%.

La diferencia entre la aplicacion de
una pulverizacién simple y una doble
es significativa para el caso de bacte-
rias aerobias. Permite concluir que una
aplicacién simple y tras 10 minutos de
residencia, el producto se evapora y no
permanece el tiempo necesario antes
de ejercer su accion. Por ello es reco-
mendable implantar un método de do-
ble rociado, permitiendo una presencia

mantenida en el tiempo de actuacion
del producto biocida.

5. La combinacién del equipo utilizado

que permite el micro-rociado con in-
duccion electrostética y el uso de un
biocida validado de amplio espectro
como es VIRKON, permite una reduc-
aon de la carga microbiolégica pre-
existente, por lo que resulta ser una
alternativa de uso efectiva y eficaz para
procesos de biotratamiento preventivo
o de mejora del estatus higiénico de
una superficie y en su caso de biodes-
contaminacion.

El uso de Geobacillus stearotermo-
philus en los formatos utilizados no
resulta valido como bioindicador de
procesos de biotratamiento por micro-
rociado con VIRKON.
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