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1. Objeto

El objeto del presente informe es la evaluacion de la actividad virucida y bactericida de una luminaria de la
empresa Gealed suministrada por Sutelco S. A., sobre el bacteri6fago MS2y la bacteria Escherichia coli.

2. Antecedentes

Con fecha 15 de septiembre de 2020, por parte de la empresa Sutelco S. A., se solicitd, al Area de Defensa
Bioldgica, la realizacion de diferentes ensayos para evaluar la actividad viricida y bactericida de una
luminaria LED para su uso en ambientes de interior.

La radiacion UVC es el tipo de radiacion ultravioleta que se sitla en un intervalo de longitudes de onda de
280 a 200 nanbmetros. La radiacion UVC es también producida por el sol, al igual que la UV-A (400 a 315
nm) y la UV-B (315 a 280 nm). La UVC es la longitud de onda ultravioleta mas corta y se filtra casi por
completo al pasar por la estratosfera (capa de ozono), antes de llegar a la superficie terrestre. Por tanto,
las personas estan muy poco o nada expuestas a ella de manera natural. Cuanto mas corta es la longitud
de onda, mas impacto podria tener la radiacion ultravioleta en la salud humana. Sin embargo, la UVC
producida artificialmente se ha utilizado con éxito como germicida y bactericida durante décadas. Puede
matar microorganismos, como bacterias, virus y otros patégenos, o impedir su desarrollo, y proporciona
una alternativa a otros métodos de desinfeccién en los que se emplean sustancias quimicas. Debido a su
efectividad y a sus ventajas, la UVC se esta utilizando en una gama de aplicaciones cada vez mayor. Se
utiliza, por ejemplo, para la desinfeccién en estaciones depuradoras de aguas residuales, laboratorios,
sistemas de aire acondicionado e incluso piscinas y acuarios, asi como en distintas etapas de los procesos
industriales de alimentos y bebidas. La UVC también se utiliza en entornos médicos y hospitalarios para la
esterilizacién de instrumentos, superficies de trabajo y aire.

La radiacion ultravioleta C es considerada una tecnologia de descontaminacion emergente que consiste
en someter las zonas a descontaminar a iluminacion con longitudes de onda que varian desde 200-280
nm, comprobandose que presenta una mayor accién germicida a emisiones entre 254 y 260 nm. La
inactivacion microbiana por luz ultravioleta se produce mediante la absorciéon directa de la energia
ultravioleta por el microorganismo y una reaccion fotoquimica intracelular resultante que cambia la
estructura bioquimica de las moléculas (probablemente en las nucleoproteinas) que son esenciales para
la supervivencia del microorganismo.

El dispositivo de irradiacion, suministrado por el cliente, consiste en una plataforma cuadrada de 28 x 28
cm aproximadamente, con luces led distribuidas en una superficie de 15 x 15 cm y cubiertas por una
pantalla y soportada sobre una estructura metalica de 1 x 1 x 2 m (figura 1). Su espectro presenta
dos picos, uno en el rango de 370 a 450 nm (399,47 nm) y otro en el rango de 250 a 300 nm (275 nm).

Todas las muestras ensayadas se sometieron a la luminaria led en distintas posiciones y en las
siguientes condiciones:

e Distancia a la luminaria: 0,5y 1 m.

e Tiempo de exposicion: 30 y 60 minutos.
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Figura 1. Dispositivo de irradiacion.

Para la ejecucion de los trabajos solicitados, el Area de Defensa Biologica del INTA dispone de un
laboratorio con un disefio de construccion, elementos de contencion, equipos y procedimientos requeridos
para el trabajo con agentes biologicos pertenecientes al grupo de riesgo 2 o inferior, de acuerdo con las
recomendaciones de la O.M.S. en el "Manual de Bioseguridad" y también segun la Directiva del Consejo
90/679/CEE, para la proteccién de los trabajadores expuestos a agentes biolégicos.

El personal del Area de Defensa Bioldgica del INTA cuenta con un plan de formacién y cualificacion que
los capacita para manipular agentes biolégicos de forma segura a través de la realizacion de diferentes
cursos relacionados con la prevencion de riesgos en el laboratorio quimico-bioldgico y han desarrollado su
actividad en el campo de la deteccion y diagnéstico de agresivos biologicos.

El laboratorio dispone de un sistema de gestion de residuos quimicos y biolégicos, que incluye formacion
del personal a través de cursos de Gestidon de residuos toxicos y peligrosos, lo que permite una correcta
segregacion y almacenamiento de los mismos. La eliminacién de éstos es llevada a cabo por empresas
autorizadas que ofrecen toda la garantia de no contaminar el medio ambiente, segun la Orden de 18 de
octubre de 1976 (M. Ind., B.O.E. 3.12.1976, rect. 23.2.1977), sobre Prevencion y Correccion de la
contaminacion atmosférica de origen industrial, y el Real Decreto legislativo 1302/86 de 28.6, (M. Obras
Pudb., B.O.E. 30.6.1986) sobre Evaluacion de impacto ambiental.

3. Muestras, Objetos e items recibidos
El Area de Defensa Biolégica recibio la luminaria por parte de la empresa Sutelco S. A.

4. Procedimientos de ensayo / Normativa

Para evaluar la actividad viricida de la luz UVC se calcul6 la reduccion de la infectividad del bacteriéfago a
partir de las diferencias de los logaritmos de los titulos virales (unidades formadoras de placas de lisis
(ufp)), antes y después del proceso de descontaminacién. Esto se llevé a cabo mediante cultivo por el
método de la doble capa de agar, teniendo en cuenta que cuando el bacteriéfago infecta a una célula
huésped, de una cepa adecuada, se producen placas de lisis de tamafio y morfologia muy diversa,
permitiendo la deteccion y recuento de las mismas (norma UNE-EN ISO 10705-1).

La actividad bactericida de la luz UVC se evalué como la reduccion logaritmica de la carga bacteriana, en
las placas sometidas a la luz UVC respecto a un control positivo (sin descontaminar).

4.1. Seleccion del material biolégico

Para dar cumplimiento al trabajo solicitado se ha seleccionado el bacteri6fago MS2y la bacteria Escherichia
coli pertenecientes al grupo de riesgo biolégico 1 (sin riesgo o riesgo muy bajo para el individuo y la
comunidad) (Real Decreto 664/1997). Para asegurar un sistema cerrado de conservacion, todos los
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microorganismos que se van a utilizar en los ensayos proceden de una coleccion de cultivos tipo,
minimizando su actividad genética Y fisiologica, y evitando asi su potencial mutacion.

El bacteri6fago MS2 es un virus icosaédrico, que tiene como material genético ARN de cadena sencilla, de
sentido positivo que infecta a la bacteria Escherichia coli, que forma parte de la microbiota del tracto
gastrointestinal de animales homeotermos, y a otros miembros de la familia Enterobacteriaceae. MS2 es
miembro de una familia de virus bacterianos estrechamente relacionados entre los que se encuentran los
bacteriéfagos f2y R17. MS2infecta a bacterias entéricas portadoras del factor de fertilidad (F), que codifica
para un “pili” el cual sirve de receptor viral. MS2 se une al “pili” a través de su proteina de maduracion
sencilla. Se desconoce el mecanismo preciso por el cual el fago ARN se introduce en la bacteria. Las
células hospedadoras del fago son lisadas (destruidas) tras la replicacion y encapsulacion de las particulas
virales, de forma que los nuevos virus quedan libres para llevar a cabo una nueva infeccion, produciendo
placas de lisis de tamafio y morfologia muy diversa.

El bacteriéfago MS2 es muy resistente a la desecacion, por lo que ha sido utilizado en diferentes ensayos
para evaluacion de descontaminantes: “Ensayos cuantitativos de suspension para la evaluacion de la
actividad viricida frente a bacteriofagos de los desinfectantes quimicos utilizados en el ambito
agroalimentario y en industria” (UNE_EN 13610:2003). “Actividad viricida para superficies inertes” (ASTM-
1053:97).

La actividad viricida se va a evaluar utilizando como microorganismos de ensayo el colifago MS2 ATCC
15597-B1 conservado a 4°C en cloroformo al 0,3%. La actividad bactericida se va a evaluar utilizando la
bacteria Escherichia coli ATCC 15597 conservada a -80°C en glicerol al 15%. Ambos custodiados en el
cepario del Area de Defensa Bioldgica (figura 2).

Escherichia coli bacteriophage M52 (ATCC® 15597-B1™) Escherichia coli (Migula) Castellani and Chalmers (ATCC® 15597 ™)
ATCC® Number: 15597-B17 ATCC® Number: 15597

Deposited As MS2 Strain Designations: C-3000

Strain Designations: M52 Type Strain: no

Type Strain: no Biosafety Level: {

Biosafety Level: 1 Product Format: freeze-dried

Product Format: freeze-dried

Figura 2. Especificaciones del bacteriéfago y de la cepa bacteriana utilizada en los ensayos.
4.2. Medios de cultivo y reactivos
Para la preparacion de los medios y la uniformidad de los resultados se utilizaron componentes de calidad

homologada y productos quimicos de calidad analitica reconocida, o0 un medio completo deshidratado. Se
utilizé Unicamente agua destilada o agua de pureza equivalente.

Los medios utilizados fueron los siguientes:
Luria Bertani Agar (LBA)
Formula (en g/L):

Triptona - -10,0
Extracto de levadura------------ 5,0
Cloruro sédico------------------ 10,0
Agar----- --15,0

pH final aproximado: 7,3 £ 0,2. Se esteriliza en autoclave a 121 +/- 3°C durante 15 minutos.
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Luria Bertani Agar Semisolido (LBAsS)
Formula (en g/L):

Triptona-- 10,0
Extracto de levadura----------- 50
Cloruro sodico------------------ 10,0
Agar----- --6,0

pH final aproximado: 7,3 £ 0,2. Se esteriliza en autoclave a 121 +/- 3°C durante 15 minutos.

Caldo de Luria Bertani (LB)
Foérmula (en g/L):

Triptona-- 10,0
Extracto de levadura ---------- 5,0
Cloruro sodico----------------- 10,0

pH final aproximado: 7,3 + 0,2. Se esteriliza en autoclave a 121 +/- 3°C durante 15 minutos.

Solucion SM

Formula (en g/L):
Cloruro sédico--------------- 58
Sulfato magnésico---------- 2,0

Se afiade 5 mL de Tris-Cl 1M (pH 7,3 + 0,2). Se esteriliza por filtraciébn sobre membrana de 0,2 um de
tamafio de poro.

Buffer Tris-Mg-Ca
10mM Tris-HCI
10mM MgSOa4
5mM CacClz

pH final aproximado: 7,5 £+ 0,3. Se esteriliza por filtracion sobre membrana de 0,2 um de tamafio de poro.

Cloruro Calcico 0,5M
Formula (en g/100mL):
CaCl22H20 --------- 55
Se esteriliza por filtracién sobre membrana de 0,2 um de tamafio de poro.
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Sulfato Magnésico 1M
Foérmula (en g/100mL):
MgSOa---------------- 24,6
Se esteriliza por filtracién sobre membrana de 0,2 um de tamafio de poro.
Tris-CIH 0,5M
Formula (en g/500mL):
TriS ----mmmmmmmmmmen 60,57 g
Preparar 400 mL de agua destilada en una botella.
Anadir 60,57 g de Tris base
Ajustar el pH a 7,5 usando HCI
Afadir agua destilada hasta un volumen de 500 mL
pH final aproximado: 7,3 £ 0,2. Se esteriliza en autoclave a 121 +/- 3°C durante 15 minutos.
4.3. Equipos utilizados
Estufa de cultivo a 36 + 2°C
Incubador termostéatico a 36 + 2°C con agitacion
Microondas
pH-metro
McFarlémetro
Tubos, para medir en McFarlémetro
Placas de Petri, ventiladas de 9 cm de didmetro
Placas de Petri, ventiladas de 5 cm de diametro
Asa de siembra (Digralsky)
Pipetas graduadas de 0,1 mL, 1mL, 5mL, 10 mLy 25 mL de capacidad
Pipetas Pasteur
Frascos de vidrio, de volimenes adecuados
Tubos de cultivo, con tapa
Tubos eppendorf de 1,5 mL de capacidad
Probetas graduadas
Refrigerador, ajustado a una temperatura de 5 + 3°C
Congelador, con control termostéatico a -70 £ 10°C
Micropipetas de diferente volumen
Puntas para micropipetas de volumen adecuado
Equipo de emisién de luz suministrado por el cliente
Este informe no debera reproducirse parcialmente sin autorizacién del Subdirector General de Sistemas Terrestres
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4.4. Preparacion de los microorganismos de ensayo

4.4.1. Preparacion de la suspensién del bacteriofago MS2

Se partié de una suspension del bacteriéfago, conservado a 4 °C en cloroformo al 0,3%, preparado segun
las instrucciones que se describen en la norma UNE-EN ISO 10705-1 y de una suspension de la bacteria
Escherichia coli ATCC 15597 conservada a -80 °C en glicerol al 15%. Antes de iniciar los ensayos se
calculd el titulo viral del bacteriéfago a utilizar. Para determinar el titulo viral se afiadieron 20 + 2 mL de
medio LB a una botella con una capacidad de 50 mL, precalentada a 37°C, y se inoculé con 200 uL de un
cultivo de la bacteria Escherichia coli ATCC 15597 crecido “overnight” (inéculo 1:100). Se incub6 a 37 +
2°C durante 3 = 1 horas en un incubador, con agitacién suave (150 rpm) hasta que el cultivo alcanzé la
fase exponencial de crecimiento (aproximadamente 108 ufc/mL). Para ello cada 30 minutos se sacé del
incubador el cultivo y se midio turbidez en un McFarlometro, extrapolandose el nimero de unidades
formadoras de colonias correspondientes a las unidades de McFarland tedricas (Tabla 1).

Tablal. Correspondencia entre Concentracion Bacteriana y Unidades de McFarland tedricas

Concentracion Unidades de
Bacteriana x108/ml McFarland

1,5 0,5
3
6
9
12
15
18
21

Cuando el cultivo bacteriano llego a la fase de crecimiento exponencial se enfrié rapidamente transfiriendo
la botella a un recipiente que contenia hielo. Se hicieron diluciones seriadas, afiadiendo 50 pL de una
suspensién de fago conservado a 4°C en presencia de cloroformo al 0,3%, a 450 uL del buffer Tris-Mg-Ca.
Se mezclaron 120 L de cada dilucion con 120 pL de la cepa hospedadora crecida hasta fase exponencial,
mantenida en hielo hasta el momento de la infeccion, por duplicado. La mezcla se incub6 durante 10
minutos a temperatura ambiente para que los virus se unieran a las células hospedadoras. A continuacion,
se cogieron 200 pL de la mezcla, virus/célula hospedadora, y se afiadieron a un tubo que contenia 3 mL
de medio LBAss precalentado (45°C). Se mezclo cuidadosamente mediante inversion y se vertio el
contenido sobre la superficie de una placa de Petri que contenia LBA. Se dej6 solidificar y se incub6 en
una estufa de cultivo a 37 + 2°C durante 18 * 2 horas.

~N[O(oR~|WIN|F-

Transcurrido el tiempo de incubacion se determiné el nimero de placas de lisis o virales (tabla 1) aplicando
la siguiente férmula:

Titulo = (N/d) x 10 ufp/mL (ecuacion 1)

Siendo N = (n; + 0,1n,)/2

ni: NUumero de placas de lisis en la dilucion mas alta que se puede contar

nz: Numero de placas de lisis en la dilucion anterior a la mas alta que se puede contar
d: Dilucién mas alta que se puede contar
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Tablall: Unidades formadoras de placa de lisis a partir de la suspension inicial del bacteriofago

Dilucién ufp ufp
Directo 108 114
101 53 56
102 4 6
103 0 0
104 0 0
10° 0 0

Titulo viral suspension inicial de bacteriéfago: 1,045 x 10* ufp/mL
Esta suspension se utilizé en los ensayos de descontaminacion.

4.4.2. Preparacion de la suspension bacteriana

Para la realizacion de los ensayos se revitalizd la cepa bacteriana, Escherichia coli ATCC 15597
conservada a -80 °C en glicerol al 15%. Para ello, con ayuda de un asa de siembra calibrada, se tomé una
porcion de la bacteria y se inocul6 en 5 mL de caldo LB que se incub6 a 37 + 2°C, 150 rpm, durante 20 + 4
h. Transcurrido en tiempo de incubacion se tomo un inoculo de 200 pL del cultivo bacteriano crecido
“overnight” y se afiadido a 20 £+ 2 mL de medio LB (inéculo 1:100), contenido en una botella con una
capacidad de 50 mL, precalentada a 37°C. Se incub6 a 37 + 2°C durante 3 + 1 horas en un incubador, con
agitaciéon suave (150 rpm), hasta que el cultivo alcanzé la fase exponencial de crecimiento. Para ello cada
30 minutos se saco, del incubador, el cultivoy se midi6 turbidez en un McFarlémetro, extrapolandose el
numero de unidades formadoras de colonias correspondientes a las unidades de McFarland teéricas (Tabla

).

Cuando el cultivo bacteriano lleg6 a la fase de crecimiento exponencial (1,8 x 108 ufc/mL determinado por
MacFarland) se enfrio rapidamente transfiriendo la botella a un recipiente que contenia hielo. Se hicieron
diluciones seriadas, afiadiendo 100 pL de una suspension bacteriana a 900 pL del medio de cultivo LB. A
continuacién, se sembraron 10 placas de LB agar con 100 pL de la dilucién 10y otras 10 con la dilucion
10®, por diseminacion en superficie con un asa de siembra Digralsky. Obteniendo un total de 20 placas
inoculadas con la bacteria Escherichiacoli. Las placas inoculadas se mantuvieron a 4°C hasta su utilizacion
en los ensayos de descontaminacion.

45. Desarrollo de los ensayos

4.5.1. Ensayos de descontaminaciéon del bacteriéfago MS2

Para estos ensayos, se afiadié un volumen de 400 pL de la suspension de bacteri6fago MS2 (1,045 x 10*
ufp/mL), preparado segun se describe en el apartado 4.4.1, a 3600 pL de solucion SM para obtener la
dilucién 101, Se afadié un volumen de 400 uL de la suspension del bacteriéfago (1,045 x 10* ufp/mL) a 9
recipientes estériles y el mismo procedimiento se llevé a cabo utilizando la dilucién 101 (1,045 x 102 ufp/mL).
También se preparé un control negativo, en el que se afiadieron 400 puL de la solucion SM. Todas las
muestras se dejaron evaporar en Cabina de Seguridad Bioldgica clase Il durante 12 horas.

Para llevar a cabo el ensayo de descontaminacion, dos muestras con la suspension de bacteriéfago y dos
con la dilucién 10* se dispusieron en el equipo de UVC en dos posiciones diferentes (ver figura 3y tabla
[ll) para cada distancia (0,5y 1 m)y tiempo de exposicién (30 minutos y 1 hora). También se prepararon
dos muestras, una con la suspension de bacteriéfago y otra con la dilucién 10, que no se sometieron a
irradiacion (controles positivos).

Este informe no deberareproducirse parcialmente sin autorizacion del Subdirector General de Sistemas Terrestres
El presente informe solo afecta a las muestras sometidas a ensayo MINISTERIO DE DEFENSA

INSTITUTO NACIONAL DE TECNICA
AEROESPACIAL

A SUBDIRECCION GENERAL DE
Paglna 9 de 24 SISTEMAS TERRESTRES



Identificacion del documento:

Informe de ensayo n® NBQ20200183-02

L

=N
==

Una vez finalizado el tiempo de exposicion, tanto a los controles como a las muestras se les afiadio un
volumen de 400 pL de la solucion SM y se mantuvo durante 1 hora a 4°C. A continuacion, con ayuda de
una micropipeta se resuspendieron las muestras, se cogié un volumen de 120 pL de cada una de ellas y
se mezcld con 120 pL de la cepa hospedadora crecida hasta fase exponencial, mantenida en hielo hasta
el momento de la infeccion (este proceso se realiz6 por duplicado para cada una de las muestras). La
mezcla se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente para permitir la union de los virus a las
células hospedadoras. A continuacion, se cogieron 200 pL de la mezcla, virus/célula hospedadora, y se
afnadieron a un tubo que contenia 3 mL de medio LBAss precalentado (45°C). Se mezclé cuidadosamente
mediante inversion y se vertio el contenido sobre la superficie de una placa de Petri que contenia LBA. Se
dejo solidificar y se incub6 en una estufa de cultivo a 37 + 2°C durante 18 + 2 horas. Transcurrido el tiempo
de incubacién se determiné el nimero de placas de lisis y el titulo viral.

4.5.2. Ensayos de descontaminacion de la bacteria Escherichia coli

Para llevar a cabo el ensayo de descontaminacion se utilizaron las placas inoculadas segun se ha descrito
en el apartado 4.4.2. Dos placas inoculadas de las diluciones 10y 10°®, respectivamente, se sometieron
a descontaminacioén con luz UVC, en dos posiciones diferentes (ver figura 3 y tabla 1V), para cada distancia
(0,5y 1 m)y tiempo de exposicion (30 minutos y 1 hora). También se preparé una placa de cada una de
las diluciones, que no se sometieron a irradiacion (controles positivos). Y otra placa que fue inoculada sélo
con medio LB como control negativo.

Unavez finalizado el tiempo de exposicion, tanto las placas sometidas a la luz UVC como el control positivo
y negativo, se incubaron a 37 + 2°C durante 20 + 4 h. Para evaluar el efecto de la luminaria sobre la
viabilidad de las cepas bacterianas, se observa si se ha producido crecimiento bacteriano en las placas
sometidas a irradiacion y en el control positivo.

5. Fechas de ejecucion de los ensayos
Los ensayos se llevaron a cabo entre los dias 1, 2 'y 3 de diciembre de 2020.

6. Plan o procedimiento de muestreo (cuando sea aplicable)

Las muestras preparadas como se ha descrito en los apartados 4.4.1 y 4.4.2 se describen en las tablas llI
y IV (figura 3).
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Tablalll. Identificacion de las muestras de bacteriofago MS2 objeto de ensayo
o . . Fecha . . . .
Identificacion Alias . Descripcion del objeto /muestra/item Cantidad
recepcion
c 3/12/2020 400 pL de tamp(’)n SM, llevado a sequedad y no expuesto a luz UVC. 1
Controlnegativo.
+ 400 pL de suspensién de bacteriéfago MS2 (1,045 x 10* ufp/mL), llevada a
DC 3/12/2020 sequedady no expuestaaluz UVC. Control positivo. 1
10ict 3/12/2020 400 pL de suspension de bacteriéfago MS2, dilucion 107 (1,045 x 10° 1

ufp/mL), llevada a sequedad y no expuesta aluz UVC. Control positivo.
400 pL de suspensién de bacteriéfago MS2 (1,045 x 10* ufp/mL), llevada a
D1-1-2 3/12/2020 sequedad y expuesta a luz UVC durante 30 minutos, a una distancia de 1
50 cmen laposicion 2.

400 pL de suspension de bacteriofago MS2 (1,045 x 10 ufp/mL), llevada a
D1-1-4 3/12/2020 sequedad y expuesta a luz UVC durante 30 minutos, a una distancia de 1
50 cmen laposicién 4.

400 pL de suspension de bacteriéfago MS2, dilucién 107 (1,045 x 10°
10*1-1-1 3/12/2020 ufp/mL), llevada a sequedad y expuesta aluz UVC durante 30 minutos, a 1
unadistanciade 50cmen laposicion 1.

400 pL de suspension de bacteriofago MS2, dilucion 10™ (1,045 x 10°
10"1-1-3 3/12/2020 ufp/mL), llevada a sequedad y expuesta aluz UVC durante 30 minutos, a 1
unadistanciade 50 cmen laposicién 3.

400 pL de suspensién de bacteriéfago MS2 (1,045 x 10* ufp/mL), llevada a
D1-2-2 3/12/2020 sequedady expuestaaluzUVC durante 1 hora, aunadistanciade 50 cm 1
en laposicion 2.

400 pL de suspension de bacteriéfago MS2 (1,045 x 10 ufp/mL), llevada a
D1-2.4 3/12/2020 sequedady expuestaaluz UVC durante 1 hora, aunadistanciade 50 cm 1
enlaposicién4.

400 pL de suspension de bacteriéfago MS2, dilucién 107 (1,045 x 10°
10%1-2-1 3/12/2020 ufp/mL), llevada asequedady expuesta aluz UVC durante 1 hora,a una 1
distanciade 50cmen laposicién 1.

400 L de suspension de bacteriéfago MS2, dilucién 107 (1,045 x 1C°
10"1-2-3 3/12/2020 ufp/mL), llevada a sequedady expuestaaluz UVC durante 1 hora, a una 1
distanciade 50cmen laposicion 3.

400 pL de suspensién de bacteriéfago MS2 (1,045 x 10* ufp/mL), llevada a
D2-1-2 3/12/2020 sequedad y expuesta a luz UVC durante 30 minutos, a una distancia de 1
100 cmen laposicion 2.

400 pL de suspension de bacteriéfago MS2 (1,045 x 10% ufp/mL), llevada a
D2-1-4 3/12/2020 sequedad y expuesta a luz UVC durante 30 minutos, a una distancia de 1
100 cmen laposicion 4.

400 L de suspension de bacteriéfago MS2, dilucién 10~ (1,045 x 10°
1072-1-1 3/12/2020 ufp/mL), llevada a sequedad y expuestaaluz UVC durante 30 minutos, a 1
unadistanciade 100cmen laposicion 1.

400 pL de suspension de bacteriéfago MS2, dilucién 107 (1,045 x 10°
10'2-1-3 3/12/2020 ufp/mL), llevada a sequedad y expuesta aluz UVC durante 30 minutos, a 1
unadistanciade 100 cmen laposicion 3.

400 pL de suspension de bacteriofago MS2 (1,045 x 10% ufp/mL), llevada a
D2-2-2 3/12/2020 sequedady expuestaaluz UVC durante 1 hora, aunadistancia de 100 cm 1
en laposicién 2.

400 pL de suspension de bacteriéfago MS2 (1,045 x 10 ufp/mL), llevada a
D2-2-4 3/12/2020 sequedady expuesta aluz UVC durante 1 hora, aunadistancia de 100 cm 1
en laposicion 4.

400 uL de suspension de bacteriofago MS2 (1,045 x 10% ufp/mL), llevada a
1072-2-1 3/12/2020 sequedady expuestaaluz UVC durante 1 hora, aunadistancia de 100 cm 1
en laposicién 1.

400 pL de suspension de bacteriéfago MS2 (1,045 x 10* ufp/mL), llevada a
1012-2-3 3/12/2020 sequedady expuesta aluz UVC durante 1 hora, aunadistancia de 100 cm 1
en laposicion 3.
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TablalV. Identificacion de las muestras de bacteria Escherichia coli objeto de ensayo

& =2
-

b

F b F-3

3

Identificacion

Alias

Fecha
recepcion

Descripcion del objeto /muestra/item

Cantidad

c

3/12/2020

In6culo de LB utilizado como control negativo.

10*c*

3/12/2020

Dilucién 10* de un cultivo de Escherichia colia una concentracién de 1,8 x
10 ufe/mL por MacFarland y no expuesto aluz UVC. Control positivo.

10°c*

3/12/2020

Dilucién 10° de un cultivo de Escherichia colia una concentracion de 1,8 x
10° ufc/mL por MacFarland y no expuesto a luz UVC. Control positivo.

10%1-1-3

3/12/2020

Dilucién 10* de un cultivo de Escherichia coli a una concentracién de 1,8 x
10* ufe/mL por MacFarland y expuesto a luz UVC durante 30 minutos, a
unadistanciade 50 cm en laposicion 3.

10*1-1-4

3/12/2020

Dilucion 10 de un cultivo de Escherichia colia una concentracion de24 x
10% ufe/mL por MacFarland y expuesto a luz UVC durante 30 minutos, a
unadistanciade 50 cm en laposicién 4.

10%1-2-3

3/12/2020

Dilucién 10* de un cultivo de Escherichia colia una concentracion de 1,8 x
10* ufe/mL por MacFarland y expuesto a luz UVC durante 1 hora, a una
distanciade 50 cm en la posicion 3.

10*1-2-4

3/12/2020

Dilucion 10™ de un cultivo de Escherichia colia una concentracion de24 x
10? ufe/mL por MacFarland y expuesto a luz UVC durante 1 hora, a una
distanciade 50 cm en laposicion 4.

10%2-1-3

3/12/2020

Dilucién 10 de un cultivo de Escherichia coliauna concentracion de 1,8 x
10* ufe/mL por MacFarland y expuesto a luz UVC durante 30 minutos, a
unadistanciade 100 cm en laposicion 3.

10%2-1-4

3/12/2020

Dilucién 10 de un cultivo de Escherichia colia una concentracién de24 x
10° ufc/mL por MacFarand y expuesto a luz UVC durante 30 minutos, a
unadistanciade 100 cm en laposicién 4.

10%2-2-3

3/12/2020

Dilucién 10* de un cultivo de Escherichia colia una concentracién de 1,8 x
10* ufe/mL por MacFarland y expuesto a luz UVC durante 1 hora, a una
distanciade 100 cm en laposicién 3.

1042-2-4

3/12/2020

Dilucién 10 de un cultivo de Escherichia colia una concentracién de24 x
10° ufe/mL por MacFarland y expuesto a luz UVC durante 1 hora, a una
distanciade 100 cm en laposicién 4.

10°1-1-1

3/12/2020

Dilucién 10° de un cultivo de Escherichia colia una concentracién de 1,8 x
10* ufe/mL por MacFarland y expuesto a luz UVC durante 30 minutos, a
unadistanciade 50 cm en laposicion 1.

10°1-1-2

3/12/2020

Dilucién 10° de un cultivo de Escherichia colia una concentracién de24 x
10° ufc/mL por MacFarand y expuesto a luz UVC durante 30 minutos, a
unadistanciade 50 cm en laposicion 2.

10°%1-2-1

3/12/2020

Dilucién 10® de un cultivo de Escherichia colia una concentracion de 1,8 x
10* ufe/mL por MacFarland y expuesto a luz UVC durante 1 hora, a una
distanciade 50 cmen laposicion 1.

10°1-2-2

3/12/2020

Dilucién 10° de un cultivo de Escherichia colia una concentracion de24 x
10% ufc/mL por MacFarland y expuesto a luz UVC durante 1 hora, a una
distanciade 50 cm en la posicion 2.

10%2-1-1

3/12/2020

Dilucion 10™ de un cultivo de Escherichia colia una concentracion de 1,8 x
10* ufe/mL por MacFarland y expuesto a luz UVC durante 30 minutos, a
unadistanciade 100 cm en laposicién 1.

10°2-1-2

3/12/2020

Dilucién 10®° de un cultivo de Escherichia colia una concentracion de 24 x
10°% ufc/mL por MacFarland y expuesto a luz UVC durante 30 minutos, a
unadistanciade 100 cm en la posicion 2.

10°2-2-1

3/12/2020

Dilucion 10® de un cultivo de Escherichia colia una concentracion de 1,8 x
10* ufe/mL por MacFarland y expuesto a luz UVC durante 1 hora, a una
distanciade 100cmen laposicién 1.

10°2-2-2

3/12/2020

Dilucién 10™ de un cultivo de Escherichia colia una concentracién de 24 x
10% ufe/mL por MacFarland y expuesto a luz UVC durante 1 hora, a una
distanciade 100 cm en la posicién 2.
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Figura 3. Posiciones de las muestras en el ensayo de irradiacion.

7. Resultados obtenidos
7.1. Evaluacion del efecto viricida de la luz UVC

7.1.1. Calculo del titulo viral en las muestras de bacteri6fago MS2

Una vez transcurrido el tiempo necesario para que se produzca el crecimiento de la suspension bacteriana
infectada con el bacteriéfago, se procedié a contar el nimero de placas de lisis (células hospedadoras del
fago lisadas tras la replicacion y encapsulacion de las particulas virales) y el calculo del titulo viral (tabla
V).

En la figura 4 se muestran las placas de lisis observadas en las células hospedadoras tras la replicaciéony
encapsulaciéon de las particulas virales recuperadas de las muestras no expuestas a luz UVC (controles
positivos), de las muestras expuestas a luz UVC durante 30 y 60 minutos y a 0,5 m, y del control negativo.
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10%1-1-1

Figura 4. Placas de lisis observadas en las células hospedadoras, tras la replicacion y encapsulacion de
las particulas virales recuperadas de las muestras expuestas a luz UVC, controles positivos y negativo.
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TablaV: Titulo viral de los bacteri6fagos recuperados de las muestras expuestas a luz UVC.

Muestra (alias) ufp Titulo viral (ufp/mL)
C 0 0
DC* 22 1,83 x 102
10-1C* 1 8,33 x 10°
D1-1-2 11 9,17 x 10!
D1-1-4 12 1x 102
1011-1-1 1 8,33 x 10°
1011-1-3 2 1,67 x 101
D1-2-2 7 5,83 x 10!
D1-2-4 8 6,67 x 10!
1011-2-1 0 0
1011-2-3 4 3,33 x 10!
D2-1-2 13 1,08 x 102
D2-1-4 6 5x 10t
1012-1-1 0 0
1012-1-3 1 8,33 x 10°
D2-2-2 8 6,67 x 10!
D2-2-4 7 5,33 x 10!
1012-2-1 0 0
1012-2-3 0 0

7.1.2. Evaluacion de la reduccion de la infectividad en los ensayos de descontaminacion del
bacteri6fago MS2

La reduccion de la infectividad del bacteri6fago (tabla VI) se expres6 como la diferencia de los logaritmos
del titulo viral de los controles positivos y de las muestras expuestas a luz UVC durante distintos tiempos,
posiciones y distancias (tabla V) aplicando la ecuacion 2.

logR =log N —logN’ (ecuacion 2)

Siendo:
N: Titulo viral de los controles positivos
N’: Titulo viral de las muestras expuestas a luz UVC durante diferentes tiempos, posiciones y distancias
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TablaVI: Calculo de la reduccién de la infectividad expresada comolog R

Muestra (alias) Sometida aluz UVC Titulo viral log R
DC* (N) No 1,83 x 102
. 0,30
D1-1-2 (N’) Si 9,17 x 10t
DC* (N) No 1,83 x 102
0,26
D1-1-4 (N’) Si 1x 102
|
1.C*(N) No 8,33 x 10° 0
1011-1-1 (N’) Si 8,33 x 10°
0l C*(N) No 8,33 x 10° 0
1011-1-3 (N’) Si 1,67 x 10t
DC* (N) No 1,83 x 102
0,50
D1-2-2 (N’) Si 5,83 x 10!
DC* (N) No 1,83 x 102
0,44
D1-2-4 (N’) Si 6,67 x 101
101 C* (N) No 8,33 x 10°
] 20,92
1011-2-1 (N’) Si 0
1CH(N) No 8,33 x 10° 0
1011-2-3 (N’) Si 3,33 x 10!
DC* (N) No 1,83 x 102
0,23
D2-1-2 (N’) Si 1,08 x 102
DC* (N) No 1,83 x 102
0,56
D2-1-4 (N’) Si 5 x 10t
101 C*(N) No 8,33 x 100
20,92
1012-1-1 (N’) Si 0
101 C*(N) No 8,33 x 100 0
1012-1-3 (N’) Si 8,33 x 10°
DC* (N) No 1,83 x 102
0,44
D2-2-2 (N’) Si 6,67 x 101
DC* (N) No 1,83 x 102
0,55
D2-2-4 (N’) Si 5,33 x 10t
101 C* (N) No 8,33 x 10°
20,92
1012-2-1 (N’) Si 0
101 C*(N) No 8,33 x 100
20,92
1012-2-3 (N’) Si 0

Cuando el nimero de unidades formadoras de placa por mililitro (ufp/mL) es cero, en las muestras expuestas a luz UVC, el valor
del Log R esta condicionado porla concentracion de los controles utilizados como referencia y se indicara con el simbolo mayoro
igual (2).
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7.2. Evaluacion del efecto bactericida de la luz UVC

7.2.1. Calculo del numero de unidades formadoras de colonia por mililitro

Transcurrido el tiempo de incubacion se cuantificé el nUmero de bacterias viables por contaje directo de las
colonias crecidas sobre las placas de LBA (figuras 5 y 6). Para el célculo del nimero de ufc/mL viables
(tabla VII) se aplicé la ecuacion 3.

N=cx10 (ecuacion 3)

Siendo:
c: suma de las colonias contadas en cada dilucion

Figura 5. Placas de LB agar inoculadas con
las muestras recuperadas de la bacteria
Escherichia coli (dilucién 10) expuestas a luz
UVC, su respectivo control positivo y control
negativo.
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Figura 6. Placas de LB agar inoculadas con las muestras recuperadas de la bacteria Escherichia coli
(dilucion 10°) expuestas a luz UVC'y su respectivo control positivo.
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Tabla VIl: Célculo del nimero de ufc/mL viables en las muestras de Escherichia coli

Muestra (alias) o N (ufc/mL)

0 0

-
704 7,04 x 103
o :
°

° :
° :
° :
° :
° :
° :
° :
° :
° :
° ;
° :

1052-1-2 0 0
1052-2-1 0 0
1052-2-2 0 0

7.2.2. Evaluacién de la reduccion de la viabilidad bacteriana en los ensayos de descontaminacion de
la bacteria Escherichia coli

La reduccion de la viabilidad bacteriana (tabla VIII) se expres6 como la diferencia de los logaritmos del
nuamero de ufc/mL en los controles positivos y en las muestras expuestas a luz UVC durante distintos
tiempos y posiciones (tabla VII) aplicando la ecuacion 2.

logR =log N —logN’ (ecuacion 2)

Siendo:
N: ufc/mL enlos controles positivos
N’: ufc/mL en las muestras expuestas a luz UVC durante diferentes tiempos, posiciones y distancias
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Tabla VIIl. Calculo de la reduccion de la viabilidad bacteriana expresada como log R

NScIJ 7,o4ox 10° 285
Nsci) 7,040x 103 >3.85
NSci) 7,040x 108 >3.85
NScI) 7,o4ox 10° - 2,85
NS? 7,o4ox 10° - 3.85

3

3
NScI) 7,o4ox 10° > 385
';? 9.4 ’6 L >2,97
o - s > 2,97
i - 2 > 2,97
NS? 9.4 ’(‘) e > 2,97
NS? 9.4 ’(‘) e >2,97
NS? 9.4 5 10° > 2,97
'\S'cl’ 94 )é 10° > 2,97
r;c: 94 )é 10° > 2,97

Cuando el numero de unidades formadoras de colonias por mililitro (ufc/mL) es cero, en las muestras expuestasaluz UVC, el valor
delLog R esta condicionado por la concentracion de los controles utilizados como referenciay se indicara con el simbolo may oro
igual (2).

8. Declaracién de conformidad (cuando proceda)
No aplica.

9. Resumen, opiniones, interpretaciones

9.1. Reduccion de la infectividad del bacteriéfago

De los resultados obtenidos en la tabla VI se puede deducir que:

e Cuando la suspension del bacteriofago MS2 (directo) se expone a luz UVC a una distancia de 50
cmy 1 m, si se duplica el tiempo de exposicion (de 30 minutos a 1 hora) la infectividad se reduce
en casi el doble, excepto en la posicion 4, a 1 m de distancia, en la que no se observa diferencia
significativa.

Este informe no deberareproducirse parcialmente sin autorizacion del Subdirector General de Sistemas Terrestres
El presente informe solo afecta a las muestras sometidas a ensayo MINISTERIO DE DEFENSA

INSTITUTO NACIONAL DE TECNICA
AEROESPACIAL

o SUBDIRECCION GENERAL DE
Paglna 20 de 24 SISTEMAS TERRESTRES



Identificacion del documento:

Informe de ensayo n® NBQ20200183-02

brd-

PeXTFwe

e Cuando la suspension del bacteriofago MS2 (dilucion 101) se expone a luz UVC a una distancia de
50 cm, si se duplica el tiempo de exposiciéon (de 30 minutos a 1 hora) la infectividad se reduce en
casi un orden de magnitud en la posicién 1, no observandose cambio alguno en la posicién 3.

e Cuando la suspension del bacteriofago MS2 (101) se exponen a luz UVC a una distancia de 1 m, si
se duplica el tiempo de exposicion (de 30 minutos a 1 hora) no se observa variacion significativa en
la reduccion de la infectividad en la posicion 1 (reduccion de casi 1 orden de magnitud) mientras
gue en la posicion 3 aumenta de cero a casi 1 orden de magnitud.

En consecuencia, en las condiciones ensayadas, se puede concluir que después de 1 hora de exposicion
alaluz UVC, tanto a 0,5 como a1l m de distancia, la reduccién de la infectividad del bacteriéfago esta entre
0,5y 1 é6rdenes de magnitud en funcion de la dilucién (directo log R = 0,50 y 0,44 a 50 cm de distancia y
log R = 0,44 y 0,55 a 1 m de distancia, en funcién de la posicion; 10 log R = 0,92 en las dos posiciones
ensayadas a 1 m de distancia), esto supone una reduccion aproximada del 68,38% y del 90% en las
suspensiones directa y diluida (101), respectivamente.

9.2. Reduccién de la viabilidad bacteriana

De los resultados obtenidos en la tabla VIII se puede deducir que no se observa crecimiento bacteriano en
ninguna de las muestras expuestas a luz UVC en los tiempos Yy distancias ensayadas. En consecuencia,
se puede concluir que la reduccion de la viabilidad bacteriana es aproximadamente de 3 6rdenes de
magnitud (log R = 3,85 en la dilucién 10* y log R = 2,97 en la dilucién 10%), esto supone una reduccion
superior al 99,90%.

Este informe no deberareproducirse parcialmente sin autorizacion del Subdirector General de Sistemas Terrestres

El presente informe solo afecta a las muestras sometidas a ensayo MINISTERIO DE DEFENSA
INSTITUTO NACIONAL DE TECNICA
AEROESPACIAL

A i SUBDIRECCION GENERAL DE
Paglna 21 de 24 SISTEMAS TERRESTRES



Identificacion del documento:

Informe de ensayo n® NBQ20200183-02

brd-

PeXTFwe

10. Anexos

10.1. Anexo 1. Recuento de unidades formadoras de placa de la suspension inicial de
bacteriéfago

Dilucién ufp ufp

Directo 108 114

101 53 56
102 4 6
103 0 0
10+ 0 0
10° 0 0

10.2. Anexo 2. Recuento de unidades formadoras recuperadas en el control positivo de
bacteriéfago MS2

Muestra ufp ufp
DC* 35 9
101 C* 0 2

10.3. Anexo 3. Recuento de unidades formadoras de placa recuperadas de las muestras de
bacteri6fago MS2 expuestas aluz UVC

Muestra ufp ufp
D1-1-2 5 16
D1-1-4 18 6

1011-1-1 2 0

10-11-1-3 3 1
D1-2-2 6 8
D1-2-4 5 11

1011-2-1 0

1011-2-3 5 2
D2-1-2 12 14
D2-1-4 6 6

1012-1-1 0 0

10-12-1-3 0 1
D2-2-2 8 7
D2-2-4 9 4

1012-2-1 0 0
1012-2-3 0 0
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10.4. Anexo 4. Recuento de unidades formadoras de colonia en el control positivo de

Escherichia coli

Muestra ufc ufc
104C* 613 795
10-5C* 66 122

10.5. Anexo 5. Recuento de unidades formadoras de colonia en las muestras de Escherichia

coli expuestas aluz UVC

c
=4
(@]

Muestra
104C*1-1-3

10“4C*1-1-4
104C*1-2-3
104C*1-2-4
104C*2-1-3
104C*2-1-4
104C*2-2-3

104C*2-2-4
10°C*1-1-1
10°C*1-1-2
10°C*1-2-1
10°C*1-2-2
10°C*2-1-1

10°C*2-1-2
10°C*2-2-1
10°C*2-2-2

oO|lololo|o|joO|j]0O|j|O|O|O|O|O|O|O|O|O
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