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1.1. Resumen:

Este estudio evalud la eficacia antimicrobiana de Oxonia Activo® (acido peracético al
0.5%) en el Laboratorio de Microbiologia de Pharma Isa frente a cepas de referencia
(ATCC) y flora nativa en superficies de acero inoxidable, PVC y granito. Los métodos
estandarizados incluyeron ensayos de provocacién con tiempos de contacto de 3,5y 7
minutos (min). Los resultados mostraron una reduccién microbiana efectiva (>4-log) para
todas las bacterias vegetativas y hongos evaluados, cumpliendo con los estandares de
Clase B (<5 UFC/placa). El desinfectante presenté un desempefo consistente en

diferentes superficies, validando su uso en areas criticas del laboratorio.

Palabras clave: acido peracético; desinfectantes; antiséptico, flora bacteriana nativa.

1.2. Abstract:

This study evaluated the antimicrobial efficacy of Oxonia Activo® (0.5% peracetic acid) in
the Microbiology Laboratory of Pharma Isa against reference strains (ATCC) and native
flora on stainless steel, PVC, and granite surfaces. Standardized methods included
microbial challenge tests with contact times of 3, 5, and 7 minutes. Results demonstrated
effective microbial reduction (>4-log) for all tested vegetative bacteria and fungi, complying
with Class B environmental standards (<5 CFU/plate). The disinfectant showed consistent

performance across different surfaces, validating its use in critical laboratory areas.

Keywords: peracetic acid; disinfectants; antiseptic; native bacterial flora



indice

AL RESUMEN ...ttt ettt et et s e te s et e st eseeteseneeneeseas 2
1.2, ADSEIACK. ... .ottt ettt aeeaeeneens 2
2. INTrOAUCCION. ...ttt ettt ne st e st enes 7
2.1. Laboratorio farmacéutico Pharma ISa............ccocveieiiiieieieieeeeeee e 7
2.1.1 Area de MiCrobiologia................c..ccooovveiieieeeeeeeeeeeeeeeeee e 7
2.2 OXONIA ACHIVO.....c.eiieiieieieeeee ettt ettt sttt a et e s e e st s se s eneens 8
2.2.1. MecaniSmo de @CCION.................ccoeiriiiiieieiiceeeeee et 9
2.2.2ESPECLroO de @CCION...........ooeoieeeeeeeee e 9
2.2.3. importancia como desinfectante...........................cooooeiii 10
2.2.4. Aspectos del manejo del desinfectante.....................cocooiiiiiiniincin, 10
3. Planteamiento del problema......................ooooomiiiii e 1"
4. ODJEtIVO GENEIAL.........c..ooviieieeeeeeeeeeeee ettt et ettt e 13
ODbjetiVOS ESPECITICOS. .....cueceiiiiiicieee ettt sttt re b seeseessennas 13
4. MetOAOIOGIA. ...ttt ettt ettt e te et teeteeteearenren 14
4.1. Preparacion de medios de CultiVo..................ccooiriiiiiiniiicce 16
411, AQAr CASO....oieieeeeee ettt ettt ettt b e esens 16
4.1.2. AQar SADOUFAUQ...........c.ooiiiieeceececeeeeeeee et 17
4.2. Preparacion de materiales estériles.................ccocoooiiieiiiiiiicceeee 17
4.3. Preparacion del inOCUIO....................ccooiiiiiiiicceeeee e 18
4.3.Desarrollode laprueba.................ooooooiiiioiic e 19
e 4.3.1 Preparacion del desinfectante (Oxonia activo 0,5%vV/V).......................... 19
¢ 4.3.2. Monitoreo Microbioldgico de Ambiente Flora Bacteriana Nativa......... 20
e 4.3.2.1. Procedimiento de toma de muestra ambiental...............c..cccoeeverennnnnn. 21
e 4.3.2.2.Etapa de obtencidn de Cultivo puro...........cccceeeieviiiiieiieieece e 21
4.3.2.3. Etapa de identificacion de la cepa FBN...........cccccoovvviiiecienienicicieiee 22
e Microscopia y tinCiON Gram..........cccocoviiiieieeiiieceeeeee e 22
® Prueba de OXidasa..........cceveieiieiiiiiieiceeieeeeee et 23
e 4.3.2.4. Cuantificacion de UFC por medio del método de la escala McFarland
...................................................................................................... 24

° 4.3.2.4.1. Metodologia de Preparacion y Estandarizacion de
Suspensiones Bacterianas para la Promocion de Cultivos con FBN........... 24
e 4.3.2.4.1.1. Ajuste de Turbidez Mediante la Escala de McFarland.....24

e 4.3.2.4.1.2.Diluciones Seriadas y Reserva de Muestras...................... 25



e 4.3.2.4.1.3. Cuantificacion Bacteriana Mediante Siembra en Placa...26
¢ 4.3.3. Ensayos de provocacion superficial.................................. 26
B.RESUIAAOS. ... 29
5.1. Esterilidad de materiales..............cooooiiiiiii 29
5.2. Monitoreo Microbiologico de Ambiente “FBN..........c..cooooiiiioiiiiceeee e, 30
5.3. Etapa de obtencion de Cultivo puro...............ooooiiii i 31
5.4. Microscopia y Prueba de Tincion de Gram................oooiiiiiiiiiiiiiieee 32
5.5. Prueba de OXidasa..........ooiiuiiiiiii 32
5.6. Conteo de carga microbiana por medio de la escala McFarland y por placa....... 33
5.7. Efectividad del neutralizante. ... 35
5.8. Control microbioldgico superficial............c.cooiiiiii 37
5.9.1. Prueba de provocacién: superficial Area de granito................cccoeveeeueeeeeei. 38
5.9.2. Prueba de provocacion: superficial Area de plastico PVC................ccc.coou..... 42
5.9.3. Prueba de provocacién: Superficial Area de acero inoxidable........................ 45
B. DS CUSION. ... .o e 49
7. CONCIUSION. ... e 51
8. Bibliografia..............ooooii 52
L TR 3 1= (o =P 53
9.1. Célculos de la cantidad de medio.............oooiiii i 53
9.2 calculos de la cantidad de materiales para la desinfeccién............................... 53
9.2.1 Calculo de agente neutralizante. ..o 53
9.4 Datos brutos de prueba de desinfeccién sobre superficie de granito.................. 55
9.5 Datos brutos de prueba de desinfeccién sobre superficie de plastico PVC.......... 58

9.6. Datos brutos de prueba de desinfeccion sobre superficie de acero inoxidable
Grado 304 .. .o e 61



indice de tablas

Tabla 1. Composicién porcentual de Oxonia ACtIVO............coiviiiiiiiii e, 8
Tabla 2. Informacion fiSiCOqUIMICA........... ..o 9
Tabla 3. Nivel maximo de contaminacién microbiana permitido durante la cualificacion.....15
Tabla 4. Composicién de los agares usados en el estudio.................coooiiin, 16
Tabla 5. Cepas de referencia bacterianas y fungicas usadas en este estudio................. 18
Tabla 6. Escala McFarland Pharma ISa.............cooiiiiiiii e, 25
Tabla 7. Crecimiento microbiano de materiales.................ccoooiiiiiiiiiiiiii 29
Tabla 8. Cuantificacion de UFC paralacepamadrede FBN......................ooii 35
Tabla 9. Eficacia del neutralizante..................oooi i 36
Tabla 10. Control microbioldgico superficial...............oooiii i 38
Tabla 11. Prueba de provocacion: superficial Area de granito....................cccoeeeeiiiiinii, 39
Tabla 12. Prueba de provocacion: superficial Area de plastico PVC..........c..covviveeevinnn... 42

Tabla 13. Prueba de provocacion: superficial Area de Acero inoxidable......................... 46



indice de figuras

o 11 = Tt PR 11
I QUIA 2. 16
I UIA 3. e 20
iU A 28
iU B 30
FIgUIA B .. e 31
iU 7 e e 32
FIQUIA B 33
iU O 34
B GUIA 10, e 37
o U= T 41
B UIa 12 45
I UIA 13 e e 48



2. Introduccion:

2.1. Laboratorio farmacéutico Pharma Isa

Pharma Isa es un laboratorio farmacéutico especializado en servicios de control de calidad
para la industria médica y cosmética. La empresa se distingue por ofrecer soluciones
integrales que cumplen con los mas altos estandares regulatorios, incluyendo normas
GMP, BPL, BPF e ISO 9001:2015. Su infraestructura cuenta con un laboratorio de
acondicionamiento para productos farmacéuticos y dispositivos médicos, asi como un
moderno centro de control de calidad equipado con &reas especializadas en

microbiologia, analisis fisico-quimicos y manejo de productos oncoldgicos.

2.1.1 Area de microbiologia

El area de microbiologia del laboratorio dispone de instalaciones tecnolégicamente
avanzadas, incluyendo dos salas de siembra con cabinas de flujo laminar y sistemas de
bioseguridad. En este espacio se realizan analisis criticos como recuento de mesofilos
aerobicos, determinacion de hongos y levaduras, investigacion de microorganismos
patégenos, pruebas de esterilidad para productos inyectables, analisis de endotoxinas
bacterianas y control de material particulado en formulaciones parenterales. Todos estos
procedimientos se ejecutan bajo protocolos estandarizados que garantizan el
cumplimiento de las normativas nacionales e internacionales aplicables.

Un equipo multidisciplinario de profesionales, liderado por un jefe de microbiologia, se
encarga de las operaciones en esta area. Sus funciones principales incluyen la realizacién
de ensayos de esterilidad, identificacion microbiolégica, pruebas de endotoxinas y
monitoreo ambiental, asegurando la calidad de materias primas y productos terminados.
Este trabajo es fundamental para mantener los estandares requeridos en la industria

farmacéutica.



Ademas, se llevan a cabo controles microbiolégicos en productos, superficies,
vestimentas y ambientes controlados, garantizando condiciones seguras y minimizando

los riesgos de contaminacion, en linea con la Norma Técnica N°180 del Codigo Sanitario

(1)
2.2 Oxonia Activo

En este contexto, Oxonia Activo emerge como un desinfectante de alto rendimiento para
aplicaciones criticas en el laboratorio. Este producto es fabricado por ECOLAB SpA y esta
registrado por el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP) bajo el cédigo D-904/24 y por la
Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de los Estados Unidos. Esta formulado a base de
acido peracético, peréxido de hidrégeno y acido acético (Tabla 1) (2) combinacién que le
confiere un amplio espectro antimicrobiano. Su mecanismo de accién se basa en la
generacion de radicales libres que danan irreversiblemente las estructuras celulares de
microorganismos, incluyendo bacterias Gram positivas y negativas, virus, hongos y
esporas bacterianas, la informacion fisicoquimica del desinfectante se refiere en la tabla
2.

Tabla 1. Composicion porcentual de Oxonia Activo

Oxonia Activo

Acido acético 7%

Acido peracético <5%

Peréxido de hidrégeno 27%




Tabla 2. Informacioén fisicoquimica

Oxonia Activo

Apariencia : Liquido incoloro.

Olor : Picante, acido acético.
Espuma : No tiene.

pH en solucién al 100% : 0,7-1,7

Densidad Especifica a 20°C : 1,11-1,13

Oxigeno disponible (10 ml Solucién 1%) | 12,9 - 14,3 %p/p

2.2.1. Mecanismo de accion

El mecanismo biocida de Oxonia Activo se fundamenta en la accion oxidativa sinérgica
del acido peracético y el peroxido de hidrégeno, compuestos que generan radicales
hidroxilo capaces de inducir dafios irreversibles en los componentes estructurales de los
microorganismos, incluyendo membranas celulares, sistemas enzimaticos y material
genético (3). La naturaleza acida del acido acético puede alterar el pH del entorno, lo que
dificulta la supervivencia (4).

2.2.2 Espectro de accidn

Los estudios de eficacia microbioldgica demuestran que Oxonia Activo posee un amplio
espectro de accion, mostrando actividad biocida contra bacterias Gram positivas y

negativas, hongos filamentosos y levaduras, asi como esporas bacterianas.
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Notablemente, mantiene su eficacia en condiciones operacionales adversas, incluyendo
aguas con alta dureza (hasta 500 ppm de CaCOz) y a temperaturas reducidas.(3)

2.2.3. importancia como desinfectante

Oxonia Activo adquiere especial importancia en el laboratorio de control de calidad
farmacéutico debido a su capacidad para garantizar condiciones asépticas en areas
criticas, donde la validacion de métodos analiticos y el control microbiolégico requieren
ambientes libres de contaminacién. Su formulacién a base de acido peracético ofrece un
alto poder desinfectante, eficaz contra bacterias, hongos y esporas, lo que lo hace ideal
para la sanitizaciéon de superficies, equipos de laboratorio y zonas de manipulacién de
muestras.

Al ser libre de fosfatos y con un perfil ambiental mas favorable que los desinfectantes
halogenados, cumple con los estandares de sostenibilidad exigidos en la industria
farmacéutica, sin comprometer su eficacia (5) Ademas, su estabilidad en diferentes
condiciones de agua y temperatura asegura un desempeno confiable en procesos de
limpieza y desinfeccidn de instrumental analitico, camaras de flujo laminar y otros

entornos controlados.(5)

Su uso en el laboratorio contribuye a mantener la integridad de los analisis microbiologicos
y fisicoquimicos, previniendo falsos resultados por contaminacion cruzada. Esto lo
convierte en una herramienta esencial para garantizar la trazabilidad, precision y
cumplimiento normativo (GMP, ISO 9001) en los procesos de control de calidad

farmacéutico.

2.2.4. Aspectos del manejo del desinfectante

El manejo seguro de Oxonia Activo requiere la implementacién de estrictos protocolos de
seguridad debido a sus propiedades corrosivas, comburentes y potencial toxico dichas

propiedades estan graficadas en las alertas de peligro del envase (Figura 1). Se prescribe
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el uso obligatorio de equipo de proteccion personal certificado, incluyendo guantes
resistentes a quimicos (preferentemente de Acetato de polivinilo (PVA) o neopreno),
proteccién ocular completa y vestimenta adecuada. Las condiciones de almacenamiento
deben garantizar temperaturas controladas (5-40°C) en envases originales herméticos,
evitando toda exposicion a fuentes de ignicion o materiales incompatibles. Los
procedimientos de emergencia ante exposiciones accidentales enfatizan el lavado
inmediato con abundante agua en casos de contacto con piel u ojos, y la prohibicién
absoluta de inducir el vémito en caso de ingestién. La disposicidon final de los envases
debe realizarse conforme a la normativa de residuos peligrosos (DS 148), mediante

gestores autorizados.

P

1) 2) ./L'?\ 3) 4) 6 5) 6)

Figura 1: E/ Oxonia activo presenta multiples riesgos representados en seis sefiales
clave: (1-2) Como sustancia comburente (Clase 5.2) libera oxigeno agravando incendios,
y como corrosiva (Clase 8) dana tejidos y metales; (3) Su rombo NFPA 704/NCh 1411
muestra inflamabilidad 0 , toxicidad 3 y reactividad 1 ; (4-6) Segun el SGA, es comburente,

corrosivo y peligro ambiental .

Uno de los factores clave en la validacion de desinfectantes es comprender los elementos
que afectan su eficacia. La actividad de un desinfectante depende de muiltiples variables,
tales como su actividad biocida intrinseca, la concentracion utilizada, el tiempo de
contacto, la naturaleza de la superficie desinfectada, la dureza del agua usada para su
dilucion, la cantidad de material organico presente en la superficie y la resistencia de los
microorganismos presentes (5). La falta de control sobre estas variables puede afectar

significativamente los resultados de las pruebas de eficacia.
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3. Planteamiento del problema:

Actualmente, Pharma Isa enfrenta una problematica operativa significativa: la falta de un
plan de validacion formal para evaluar de manera sistematica la actividad antimicrobiana
de los desinfectantes y antisépticos utilizados en el area de Microbiologia. Esta deficiencia
genera brechas importantes en la documentacion, ya que no existen protocolos
estandarizados, informes detallados ni listas de verificacion que regulen y estructuren el
proceso. Sin esta base documental, la gestién de cambios, como la seleccion de nuevas
marcas 0 ajustes en concentraciones, carece de la fundamentacion técnica necesaria,
comprometiendo la eficacia de los productos utilizados y dificultando la toma de
decisiones informada.

La implementacion de un plan de validacion resulta fundamental para asegurar la
efectividad de los desinfectantes y antisépticos bajo las condiciones operativas especificas
del laboratorio. La ausencia de dicha validacion aumenta el riesgo operativo, ya que
cualquier cambio en los productos o concentraciones podria comprometer la efectividad
del control microbiolégico y afectar la calidad de los productos evaluados. Ademas, contar
con un plan documentado fortalece el respaldo en auditorias y controles regulatorios,
alineando las operaciones del laboratorio con los estandares mas rigurosos de la industria

farmacéutica.

Para validar adecuadamente el uso del Oxonia activo, es fundamental evaluar su
efectividad sobre cepas de referencia cuya especie, familia y carga microbioldgica es
conocida, estas cepas de referencia son las que presenta el laboratorio de microbiologia:
Aspergillus niger (ATCC 16404), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candida albicans (ATCC
10231), Clostridium sporogenes (ATCC 19404), Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella typhi (ATCC 14028), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Burkholderia cepacia (ATCC 25416), Burkholderia cenocepacia
(ATCC BAA-245) y Burkholderia multivorans (ATCC BAA-247).

La flora bacteriana nativa (FBN) del laboratorio, también conocida como flora bacteriana

"in-house", esta compuesta por las bacterias autdctonas del entorno del laboratorio, que
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han desarrollado resistencia y adaptabilidad a las condiciones ambientales especificas del
lugar. Dado que estos microorganismos pueden restablecerse rapidamente tras la
aplicacion de un desinfectante, su identificacién y caracterizacion se vuelve esencial para

evaluar con precision la eficacia del Oxonia activo en condiciones reales de uso.

4. Objetivo general:

Validar la efectividad antimicrobiana del Oxonia activo en el area del laboratorio de

Microbiologia de Pharma Isa

Objetivos especificos:

e Establecer evidencia documentada que respalde el uso del desinfectante,
asegurando la conformidad con las normativas vigentes.
e Evidenciar la efectividad de la actividad bactericida, fungicida del desinfectante

utilizado en el laboratorio de microbiologia
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4. Metodologia

El desinfectante Oxonia Activo, fue objeto de una revision bibliografica exhaustiva
como parte de su proceso de validacion. La busqueda de informacién se realizara en
las principales bases de datos cientificas, incluyendo PubMed, Google Scholar,
SciELO y Elsevier, para garantizar una cobertura amplia y representativa de la

literatura disponible.

Para asegurar la calidad y pertinencia de la informacién recopilada, se han establecido
criterios especificos de seleccion. En cuanto al idioma, se priorizaron los estudios en
espanol por ser la lengua materna del investigador, lo que facilita una interpretacion
mas precisa de los hallazgos. No obstante, dado que el inglés es el idioma
predominante en la comunicacion cientifica, también se incluiran publicaciones en este
idioma. Respecto al tipo de fuentes, la validacién se basara exclusivamente en
investigaciones primarias que aporten datos originales. Las revisiones sistematicas y
meta-analisis s6lo se consultaran como herramienta para identificar estudios primarios

relevantes, pero no se utilizaran como fuente directa de validacion.

El proceso de validacién documentara de manera estructurada todos los resultados
obtenidos, incluyendo tanto los datos brutos como las metodologias aplicadas en cada
estudio consultado. Este registro detallado permitird garantizar la trazabilidad del
proceso y la transparencia en el analisis. Este enfoque metodoldgico, centrado en
evidencia cientifica primaria y con criterios claros de seleccidén, proporcionara una

base sdlida para la validacion del producto en cuestion.

Con el propdsito de garantizar la eficacia de la solucidn desinfectante del Oxonia activo al

0,5% se llevo a cabo la inoculacion controlada de cepas especificas en superficies de uso

comun del area las cuales son una superficie elevada de acero inoxidable, granito y

plastico PVC (policloruro de vinilo) apta para el lavado. La superficie seleccionada se

encuentra ubicada dentro del area de microbiologia, siendo especifico en el area de

siembra de producto estéril, un area critica para la realizacion de los analisis
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microbioldgicos (Figura 2). Cabe destacar que segun la norma de la Farmacopea

Europea (PhEur) esta area es de clase B (Tabla 3).

Tabla 3. Nivel maximo de contaminacion microbiana permitido durante la cualificaciéon

Grado Muestra de Placas de Placas de contacto
aire UFC/ * | sedimentacion (90 mm (55 mm de
™ | de digmetro) UFC/4 diametro)
horas UFC/placa
A Sin crecimiento

B 10 5 5

C 100 50 25

D 200 100 50

Para asegurar la precision del ensayo, la inoculacién se realizara con una carga
microbiana dentro de un rango definido de Unidades Formadoras de Colonias (UFC),

permitiendo evaluar la efectividad del proceso de desinfeccion bajo condiciones

.

estandarizadas.

Figura 2: Plano del drea de Microbiologia del Laboratorio de control de calidad en el

Laboratorio Pharma Isa, el area enmarcada en rojo es el area de siembra de productos
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estériles, en el cual se realiz6 la validacion del desinfectante y la flecha azul representa la

entrada del area de Microbiologia .

4.1. Preparacion de medios de cultivo:

En el estudio se utilizaran los agares soya ftripticasa (CASO) para determinacién de
bacterias y agar Sabouraud para hongos y levaduras. Su composicion y preparacion se

describe a continuacion:

4.1.1. Agar CASO

En el medio de cultivo, la tripteina y la peptona de soya aportan nutrientes ricos en
péptidos, aminoacidos libres, bases puricas y pirimidicas, minerales y vitaminas. La
peptona de soya ademas es fuente de hidratos de carbono que estimulan el crecimiento
de diversos microorganismos. El cloruro de sodio mantiene el balance osmético y el agar
es el agente solidificante. Puede ser utilizado como base a la cual se suplementa con
nutrientes o con antimicrobianos, logrando un medio enriquecido o selectivo de acuerdo al
aditivo (6). Su composicion se encuentra en la tabla 4. Brevemente, el agar se prepara
disolviendo 40 g en 1000 ml de agua purificada y calentando en un bafio de agua
hirviendo o en corriente de vapor. Se agité con frecuencia hasta disolucion completa.
Finalmente se esteriliz6 en autoclave (15 min a 121°C) y se utilizara segun el
procedimiento operativo estandarizado de microbiologia niumero 08. (6-7).

Tabla 4. Composicion de los agares usados en el estudio.

Componente Agar CASO Agar Sabouraud
Peptona de caseina (g) 15 5
Peptona de carne (g) 0 5
Peptona de harina de soya (g) 5 0
Cloruro de sodio (g) 5 0
D-glucosa (g) 0 40
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Agar (9) 15 15

Agua destilada (ml) c.s.p. 1000 1000

4.1.2. Agar Sabouraud

Es un medio de cultivo selectivo para el aislamiento de hongos miceliados y levaduras. Su
pH ligeramente acido inhibe el desarrollo de muchas especies de bacterias. La adicién de
cloranfenicol, penicilina y estreptomicina lo hace ain mas selectivo al inhibir el desarrollo
de la flora microbiana acompafiante. Su composicion se describe en la tabla 4. El agar
sera preparado disolviendo 65 g en 1000 ml de agua purificada y calentando en un bafo
de agua hirviendo o en corriente de vapor. Se agitdé hasta su completa disolucion y se
esterilizé en autoclave (15 min a 121 °C). El agar sera utilizado segun procedimiento
operativo estandarizado de microbiologia numero 08.(6-7)

Todos los medios de cultivo seran vertidos en su estado liquido en sus respectivas placas
tanto del tipo Petri como RODAC, este procedimiento se realizara bajo una campana de
bioseguridad en el area de siembra de productos no estériles, area sefialada en la figura
1.

4.2. Preparacion de materiales estériles

La esterilizacién de los materiales (agua purificada, Oxonia activo al 0,5%, papel
absorbente, placas de Petri, micropipetas, puntas para micropipeta, tubos de ensayo,
solucion buffer con polisorbato 80 (Pol 80) pH 7,3, solucion buffer sin Pol 80 pH 7,3, agar
CASO y agar Sabouraud) se realizé siguiendo los protocolos establecidos. Los materiales
liqguidos se envasan en botellas Schott de vidrio de 2 litros, resistentes al calor, y se
esterilizan en un autoclave a 121 °C durante 25 min. Las placas de Petri y los tubos de
ensayo se sometieron a un proceso de despirogenizacion en un horno especializado,
configurado a 180 °C durante un ciclo de 4 horas. Los instrumentos y materiales sdlidos
restantes (puntas para micropipeta y papeles) se envolvieron en doble bolsa para

esterilizacién (nombre especifico de las bolsas, si lo tienes) y se esterilizaron en el
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autoclave bajo las mismas condiciones. Las micropipetas se desmontaron y envolvieron
individualmente en doble bolsa para evitar dafios. Los medios de cultivo (agar CASO y
agar Sabouraud) se prepararon segun las indicaciones del fabricante y se esterilizaron en

el autoclave.

Para comprobar la efectividad del proceso de esterilizacién, se realizé un control de
esterilidad. Se tomaron muestras de la solucién buffer sin polisorbato 80 previamente
esterilizada, la cual estuvo en contacto con los materiales e instrumentos esterilizados
(excepto los medios de cultivo, ya que no requieren este control). Estas muestras se
plaguean en agar CASO y agar Sabouraud, ambos previamente esterilizados, y se
incubaron para verificar la ausencia de crecimiento microbiano. Finalizado el proceso,
todos los materiales se retiraron, se verificd su integridad y se almacenaron en un area

limpia y seca hasta su uso.

4.3. Preparacion del inéculo

Las cepas utilizadas para el ensayo se comercializan en formato de pellet (Tabla 5). Para
garantizar que la carga microbiana se ajuste a los requisitos establecidos, las cepas seran
cultivadas en tubos con buffer con o sin Pol 80 segun requiera el microorganismo.
Posteriormente, se realizara una dilucion seriada: Se extraerd una alicuota de 1 ml de
cada tubo y se diluira en 9 ml de caldo de cultivo especifico para cada cepa. Este proceso

se repetira para cada dilucién sucesiva.

Tabla 5. Cepas de referencia bacterianas y fingicas usadas en este estudio.

Tipo de accion sobre| Tincion gram Cepa de referencia
el microorganismo
de referencia

Bactericida Gram Negativas Escherichia coli (E.C.) ATCC 8739
Pseudomonas aeruginosa (P.A.) ATCC 9027
Salmonella typhi (S.T.) ATCC 14028.
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Tipo de accién sobre
el microorganismo
de referencia

Tinciéon gram

Cepa de referencia

Burkholderia cepacia (B.C.) ATCC 25416,

Burkholderia cenocepacia (B.C.N.) ATCC
BAA-245,

Burkholderia multivorans (S.T) ATCC
BAA-247

Gram Positivas

Staphylococcus aureus (S.A.) ATCC 6538

Bacillus subtilis (B.S.) ATCC 6633,

Clostridium sporogenes (C.S) ATCC 19404

Fungicida

No aplica

Candida albicans (C.A.) ATCC 10231

Aspergillus niger (A.N.) ATCC 16404

e ATCC: American Type Culture Collection

4.3. Desarrollo de la prueba

e 4.3.1 Preparacion del desinfectante (Oxonia activo 0,5%v/v)

Se preparara una solucién desinfectante de Oxonia activo al 0,5% a partir de una

concentracion inicial de 5%, equivalente a 50.000 ppm de Oxonia activo (4). Una

vez calculada la cantidad requerida, se medira el Oxonia activo y el agua

purificada en una probeta volumétrica.

e 100 ml de Oxonia activo al 5%

e 900 ml de Agua purificada

Tanto el agua purificada como el Oxonia activo concentrado, asi como la solucién

final, seran sometidos a esterilizacién para garantizar su calidad. Previamente, el

agua purificada sera filtrada mediante un paso por membrana de 0,22 um, y luego

se homogeniza la mezcla en un recipiente adecuado. Esta solucion se agregara al

aspersor previamente desinfectado con una solucién de Oxonia activo al 0,5%, y

se preparara el numero de aspersores necesarios segun la cantidad requerida.

Cada aspersor sera rotulado con la etiqueta "ldentificacién Desinfectante y/o
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Antiséptico" (Figura 3). La solucién de Oxonia activo tendra una duracion mensual,

y su tiempo de contacto sera de al menos 3 min.

IDENTIFICACION DESINFECTANTE ¥ AMTISEPTICD

Fucha de praparacitn; Fucha Mance:
Late prapacacion; _ Lats prasesdan
Dwsandacianta pla A=lisdples:

Conceniracian Malemess prepande:

Gondeiosis de Amatenamients:

Huren de wma:

Aespuesazie:

Figura 3. Identificaciéon Desinfectante y/o Antiséptico

Registrar la preparaciéon del desinfectante y/o antiséptico en el Formulario: Registro de

Preparaciéon desinfectante/Antiséptico del Area de Microbiologia, donde registrara los

siguientes datos:

Fecha: Dia de la preparacion del desinfectante y/o antiséptico.
Desinfectante y/o antiséptico: Nombre del producto preparado.

Lote proveedor: Lote de origen del producto.

Lote Interno: Lote asignado por el Jefe de Microbiologia.

Concentracién desinfectante y/o antiséptico: Identificar la concentracion preparada.
Volumen Preparado: Cantidad de desinfectante y/o antiséptico preparado.
Vence: Asignado segun el tipo de desinfectante. (Cloro; 30 dias, Alcohol; 1
semana, Amonio cuaternario; 30 dias)

Filtrado Si/no: Informar si el producto fue filtrado.

Area a utilizar: El lugar donde se ocupara el producto.

Firma de la persona que preparo el producto.

Firma del Jefe de Microbiologia.

Al término de cada hoja, el Jefe de Control de Calidad debera fechar y firmar.



21

4.3.2. Monitoreo Microbiolégico de Ambiente Flora Bacteriana Nativa

El objetivo de esta prueba es identificar la FBN presente en el entorno del

laboratorio de microbiologia, con el fin de segregar y comparar estas cepas con las

cepas a inocular en estudios posteriores. Para ello, se empleé el método de

muestreo ambiental utilizando exclusivamente agar CASO como medio de cultivo

para la identificacion de mesdfilos aerobios.

El muestreo se realizd por duplicado en dos dias distintos, obteniendo un total de

cuatro placas de Petri. Las areas seleccionadas para la toma de muestras

corresponden a puntos criticos dentro de la sala de siembra estéril, donde es mas

probable la presencia de microorganismos ambientales.

4.3.2.1. Procedimiento de toma de muestra ambiental

Exposicion de las placas: Se destapo cada placa de Petri con agar CASO y
se dej6é expuesta al ambiente durante 4 horas en los puntos criticos
seleccionados.

Transporte e incubacién: Posteriormente, las placas se taparon con cuidado
y se transportaron al area de incubacion.Las placas se incubaron a una
temperatura de 32,5 + 2,5 °C durante 48 horas.

4.3.2.2.Etapa de obtencion de cultivo puro

La obtencién de un cultivo puro se lleva a cabo mediante la técnica
conocida como “aislamiento por agotamiento en estrias". Este
procedimiento consiste en extraer una por una las colonias que presenten
diferencias fisicas con las demas. Las cepas que se emplean en este
proceso provienen de las cepas, donde se realizé la impresion de la
superficie de la sala de siembra de productos no estériles.

Cada cepa obtenida de la placa sera sometida al aislamiento por

agotamiento en estrias, que consiste en sembrar el microorganismo en un
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medio soélido en placa, de forma que las bacterias formen colonias
separadas. Cada colonia se origina de una unica célula, por lo que el
cultivo descendiente de una colonia sera un cultivo puro. Este método es
rapido y sencillo, y se basa en un agotamiento progresivo y continuo del
in6culo sobre la superficie del medio sélido contenido en una placa Petri. El
objetivo es reducir el numero de bacterias hasta lograr una distribucion
individualizada en la superficie de la placa, de modo que, al incubarse,
cada bacteria origine una colonia.

El proceso comienza tomando un asa o aguja de siembra del cultivo inicial
y sembrando sobre el agar en la placa mediante sucesivas tandas de
estrias. Entre cada tanda, el asa debe ser esterilizada para asegurar que
las estrias siguientes arrastren solo una pequena cantidad de
microorganismos de la anterior. De este modo, se consigue que el numero
de células que se arrastran disminuya progresivamente en cada estria.
Posteriormente, se incuba la placa a una temperatura de 30-35°C durante
48 horas.

Tras la incubacion, la placa mostrara una proliferaciéon de bacterias, con
colonias perfectamente aisladas en las ultimas estrias. En esta zona se
selecciona una colonia aislada y se transfiere a una nueva placa Petri,

obteniendo asi el cultivo puro.

4.3.2.3. Etapa de identificacion de la cepa FBN

Luego de Obtener el cultivo puro se realizaran 3 pruebas de identificacion:

Microscopia, tincién gram y test de oxidasa

e Microscopiay tincion Gram

En un portaobjetos limpio, colocar una gota de agua purificada.
Luego, desinfectar el asa de platino mediante la llama del mechero

hasta que adquiera un color rojo y, después de enfriar en las
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paredes del tubo o en la placa Petri que contiene el cultivo, pasar
suavemente el asa sobre una colonia, extendiendo el indculo sobre
el portaobjetos y mezclandolo con la gota de agua. Fijar el frotis al
calor, evitando sobrecalentar. Es importante esterilizar el asa
después de cada uso y no dejarla contaminada sobre el mesoén. A
continuacién, colorear el frotis durante un minuto con Cristal Violeta,
asegurandose de que el colorante cubra toda la preparacion, y
luego eliminar el exceso de colorante lavando rapidamente con
agua, manteniendo el portaobjetos inclinado. Cubrir el frotis con
Lugol durante 60 segundos y luego lavarlo nuevamente con agua.
En la etapa critica de decoloracion, aplicar alcohol de 95° sobre el
frotis hasta que no se libere mas colorante. Posteriormente, lavar
con agua. Tedir con safranina, cubriendo el frotis con la solucion y
dejandola actuar por 10 segundos, luego lavar con agua. Secar
cuidadosamente con papel absorbente, sin restregar, o dejar que se
seque al aire. Colocar una gota de aceite de inmersion sobre el
frotis sin cubreobjeto y observar al microscopio 6ptico con el

objetivo de 100x.

Prueba de Oxidasa

El test de oxidasa Bactident se utiliza para identificar si una bacteria
produce la enzima citocromo c oxidasa. Consiste en aplicar una
muestra bacteriana sobre una tira que contiene el reactivo
tetrametil-p-fenilendiamina. Si la bacteria es oxidasa positiva, la
enzima reacciona con el reactivo, produciendo un cambio de color
de transparente a morado o azul. Si no hay cambio, la bacteria es
oxidasa negativa. Tras realizar la prueba de oxidasa utilizando el
reactivo Bactident, los resultados obtenidos fueron negativos. No se

observd cambio en el color de la tira reactiva, lo que indica que la
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muestra bacteriana no presenta la actividad enzimatica de la

citocromo c oxidasa, clasificandose como oxidasa negativa.

e 4.3.2.4. Cuantificacién de UFC por medio del método de la escala McFarland

La escala McFarland es un sistema utilizado en microbiologia para estimar la
concentracion de bacterias en una suspension liquida, Se utiliza principalmente
para calibrar la turbidez de la suspension bacteriana, lo que facilita la preparacion
de concentraciones estandarizadas. Este método consiste en una serie de tubos
de ensayo herméticamente cerrados , los cuales contienen distintas densidades
Opticas originadas por la aparicion de un precipitado de sulfato de bario resultante
de la reaccién entre el cloruro de bario y el acido sulfurico . Esta turbidez puede
interpretarse Opticamente o por métodos espectrofotométricos y cada una de ellas
correspondera a una concentracion conocida de UFC/ml. La finalidad es establecer
una relacién entre una precipitaciéon quimica y una suspension bacteriana, para lo
cual, se crearan 11 estandares y por medio de espectrofotometria se realizara una
curva de linealidad patrén , de forma de poder detectar la concentracion de
nuestras diluciones bacterianas segun se muestra en la tabla 3, cabe destacar que
que se realizd la medicidon por espectroscopia de los estandares con y sin

esterilizar.

e 4.3.2.4.1. Metodologia de Preparacion y Estandarizacion de Suspensiones
Bacterianas para la Promocién de Cultivos con FBN
e 4.3.2.41.1. Ajuste de Turbidez Mediante la Escala de McFarland

Para garantizar una concentracién bacteriana reproducible, se estandarizé la suspension
de la cepa aislada y purificada de FBN ajustando su turbidez al estandar 0,5 de la escala
de McFarland, el cual equivale teéricamente a una carga bacteriana de 1,5 x 10®* UFC/ml
(Tabla 6). Para ello, se recolecté la biomasa bacteriana mediante raspado de colonias
aisladas en placa de agar utilizando un asa de platino estéril, seguido de resuspension en
buffer sin Pol 80. La homogeneizacion se realizé mediante vortex hasta lograr una
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suspension uniforme, verificando visualmente que la turbidez coincidiera con el estandar

de referencia.

Tabla 6. Escala McFarland Pharma Isa
Estandar BaCl, HSo, Volumen | Lecturade | Lecturade | N°de UFC
0,048M 0,36M final (ml) | Absorbancia | Absorbancia
(ml) (ml) esterilizada [sin esterilizar
esterilizar 560 nm
560 nm
0 0 10 10 0 0 0
05 0,05 9,95 10 0,566 0782 | 15x10°
1 0,1 9,9 10 0,705 0,825 3x10°
2 0.2 9,8 10 0,912 1,299 6x10°
3 0,3 9,7 10 1,135 1,439 9% 10"
4 0.4 9,6 10 1,255 1,664 | 12x10°
5 05 9,5 10 1,482 1,829 | 15x10°
6 06 9,4 10 1,596 1,888 | 18x10°
7 07 9,3 10 1,685 1,967 | 21x10°
8 08 9,2 10 1,749 1,995 | 24x10°
9 0,9 9,1 10 1,889 2,105 | 27x10°
10 1 9 10 2,093 2,265 | 30x10°

e 4.3.2.4.1.2.Diluciones Seriadas y Reserva de Muestras

Posterior al ajuste de turbidez, se realizé una dilucién inicial 1:10 (1 ml de suspension

bacteriana en 9 ml de buffer sin Pol 80), obteniendo una concentracién tedrica de 10’

UFC/ml. Esta dilucion se almacené a 4 °C como reserva para posibles analisis

posteriores. A continuacion, se efectué una serie de cinco diluciones decimales sucesivas



26

(1:10), transfiriendo 1 ml de la suspensién previa a 9 ml de buffer sin Pol 80 en cada paso.
Tras la quinta dilucién, la carga bacteriana esperada fue de 10> UFC/ml (100 UFC/ml),

considerando una reduccién logaritmica en cada etapa.
e 4.3.2.4.1.3. Cuantificacion Bacteriana Mediante Siembra en Placa

Para validar la concentracion bacteriana real, se realizdé el método de conteo en placa
sembrando alicuotas de cada dilucion en placas de Petri con 15 ml de agar Caso. Las
placas se incubaron bajo condiciones éptimas para el crecimiento bacteriano (temperatura
y tiempo dependientes de la cepa utilizada). Tras el periodo de incubacion, se identificaron
las UFC en aquellas diluciones que generaron un rango contable (30-300 colonias por
placa). Los resultados se expresaron en UFC/ml, permitiendo la verificacion de la

concordancia entre los valores tedricos y experimentales.

e 4.3.3. Ensayos de provocacion superficial

Se evaluara la eficacia del desinfectante aplicado sobre superficies tipicas de entornos de
trabajo, como acero inoxidable de grado 304, plastico (PVC) y granito, simulando su uso
real mediante la inoculacidon de microorganismos con carga conocida ya distintos tiempos
de contacto con el desinfectante. Primero, se limpiaran meticulosamente las areas
designadas utilizando un pafo esterilizado humedecido con una solucion desinfectante de
Oxonia activo al 0,5%. Posteriormente, se categorizé cada superficie, asignando un area
especifica para cada tipo de cepa inoculada y tiempo de contacto del desinfectante,
ademas de mantener un area adicional por cada cepa como muestra control (sin

desinfectante) y un area blanca que no estara inoculada ni se le aplicara desinfectante.

A continuacion, se procedera con la inoculacién de las superficies, contaminadas
intencionalmente con 1 ml de una suspension de microorganismos estandar (bacterias
como Aspergillus niger (ATCC 16404), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Candida albicans
(ATCC 10231), Clostridium sporogenes (ATCC 19404), Escherichia coli (ATCC 8739),
Pseudomona aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella typhi (ATCC 14028), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538), Burkholderia cepacia (ATCC 25416), Burkholderia cenocepacia
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(ATCC BAA-245) , Burkholderia multivorans (ATCC BAA-247) y una cepa de FBN, con
una carga microbiana dada por el proveedor, con excepcion de la FBN debido a que
estara a una carga de 1,5 xj(j UFC/ml. Luego, se desinfectaron las areas inoculadas con
el Oxonia activo al 0,5% utilizando una micropipeta, asegurando que el desinfectante
mantenga el contacto durante 3, 5 y 7 min, este es el tiempo de contacto dado los
procesos operativos estandarizados internos del laboratorio “Analisis microbiolégico de
sanitizantes y/o desinfectantes”.Para asegurar que el desinfectante acabe con su
exposicion se agregara una solucion neutralizante de bicarbonato de sodio sobre la

superficie.

Después de estos tiempos de contacto, las superficies seran limpiadas meticulosamente
con un pafio esterilizado seco y posteriormente se lavara la superficie con papel
absorbente esterilizado humedecido con agua purificada y esterilizada. Se realizara una
toma de muestra con hisopo, siguiendo un procedimiento detallado que incluye la
humectacion del hisopo con una solucién buffer pH 7,2 y un agente neutralizador, para
inactivar cualquier desinfectante residual. Se procedera con el muestreo utilizando el
meétodo de hisopado, recolectando muestras de las superficies en duplicado para obtener
resultados mas representativos, ahora bien para contrastar los resultados obtenidos con y
sin solucion neutralizante se realizard una prueba anexa que conlleva inocular en
superficie de granito 1 ml de cepa de FBN con la accién desinfectante de 1 ml de Oxonia

Activo .

La muestra sera transferida a un frasco estéril y procesada mediante diluciones seriadas
en placas de Petri con agar Caso (para mesofilos aerobios) y agar Sabouraud (para
hongos y levaduras) (Figura 4). Posteriormente, se incubaron las placas a las
temperaturas indicadas y se analizaron los resultados para calcular la reduccién de la
carga microbiana. Finalmente, se verificara la eliminacién de los restos de medio de
cultivo mediante una limpieza adicional de las superficies muestreadas con la solucién

desinfectante de Oxonia activo al 0,5%
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Figura 4: Representacion grafica del Método de dilucion seriada para el conteo de UFC
en muestra de hisopo. Se muestra la preparaciéon de diluciones decimales (1 ml de
muestra en 9 ml de diluyente) hasta 107, y la posterior siembra en placas de Petri para

obtener un recuento de UFC <100 en las placas.

Cada placa y tubo de ensayo deberan estar etiquetado con la siguiente informacion:

e Cepa

e Tiempo de contacto
e Superficie

e Numero de dilucion

e Numero de duplicado (Solo para placas)

Para el conteo de UFC en placa, se realiza mediante inspeccién visual marcando cada
colonia con un marcador, en el caso que sea una cantidad de colonias incontable

(superior a 300 UFC), se extrapola el valor de una dilucion seriada decimal anterior.
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5. Resultados

5.1. Esterilidad de materiales

Todos los materiales utilizados en el estudio (placas de Petri, tubos de ensayo, hisopos,
medios de cultivo y soluciones) demostraron ausencia de crecimiento microbiano en los
controles de esterilidad (Tabla 7). Esto validé que los resultados obtenidos no fueron
afectados por contaminacion externa, cumpliendo con los requisitos para pruebas en

areas criticas Clase B (<1 UFC/placa).

Tabla 7 : Crecimiento microbiano de materiales
Si No

Placas X
Tubos de ensayo X
Hisopo X
Papel absorbente X
Micropipeta 10-1000L X
Puntas para pipeta X
Medios de cultivo X
Agua purificada, X
Acido peracético al 0,5% X
Solucién de bicarbonato al X
1%

Agar Caso X
Agar sabouraud X
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5.2. Monitoreo Microbiolégico de Ambiente “FBN”

El monitoreo de la flora bacteriana nativa se llevé a cabo dos dias no consecutivos por
duplicado, utilizando placas de Petri con agar CASO expuestas durante un periodo de 4
horas. Para garantizar la confiabilidad de los resultados, el muestreo se realizé por
duplicado en cada fecha.

Los resultados obtenidos indicaron la presencia de sedimentacién microbiana en ambas
fechas. El dia 12 de febrero, se observd 1 UFC en cada una de las placas duplicadas, lo
que sugiere una baja carga bacteriana en el ambiente durante ese dia. Por otro lado, el
dia 14 de febrero, se registrdé un incremento en la sedimentacion microbiana, con un total

de 3 UFC en las placas expuestas.

Museisen mmivenial dis 17 da fehesm dal 7025 | dim 14 26 lebracs ol 2003
Sain o rEp RS de [roductos no asknikes Incalzpciin Gply de progoradoe de producios no eelbnies

Figura 5: Placas Petri con 15 ml de agar CASO utilizadas para monitorear el sedimento
de FBN del area de siembra de productos no estériles en dos dias no consecutivos .
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Estos resultados reflejan variaciones en la carga bacteriana ambiental dentro del
laboratorio durante los dias evaluados, lo que podria estar asociado a factores como la
actividad humana, las condiciones ambientales o los protocolos de limpieza

implementados.

5.3. Etapa de obtencion de cultivo puro

Como parte del proceso de identificacion de la flora bacteriana nativa, se procedié a la
obtencion de cultivos puros a partir de las muestras recolectadas durante el monitoreo
ambiental. Para ello, se selecciond una placa representativa de cada dia de muestreo (12
y 14 de febrero de 2025).

La etapa de aislamiento y purificacion de los microorganismos se llevé a cabo con éxito,
logrando obtener cultivos puros a partir de las UFC observadas en las placas de agar
CASO. Estos cultivos puros representan un paso fundamental para la posterior

identificacion y caracterizacion de las bacterias presentes en el ambiente del laboratorio.

Figura 6: Placas Petri con 15 ml de agar CASO utilizadas para aislar por agotamiento de
estrias con asa de platino una cepa representativa del monitoreo por el sedimento de FBN

del area de siembra de productos no estériles en dos dias no consecutivos .
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5.4. Microscopia y Prueba de Tinciéon de Gram

Para la caracterizacién preliminar de los microorganismos aislados, se realiz6 la técnica
de tincion de Gram, seguida de observacion microscopica. Los resultados obtenidos
indicaron que las bacterias presentes en los cultivos puros son Gram positivas. Ademas,

se observo que estas bacterias presentan una morfologia caracteristica de cocos.

PR A R

Figura 7: Fotografia obtenida por microscopia éptia de una cepa representativa,

L S

preparada mediante tincion de Gram. La imagen muestra las caracteristicas morfolégicas
y tintoriales (coloracion Gram-positiva o Gram-negativa) de la muestra, utilizada en el

estudio de validacion del desinfectante Acido Peracético.

5.5. Prueba de Oxidasa

Para complementar la caracterizacion bioquimica de los microorganismos aislados, se
realizé la prueba de oxidasa utilizando tiras reactivas. Los resultados obtenidos fueron
negativos, lo que indica que las bacterias analizadas no poseen la enzima citocromo ¢

oxidasa.
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e

Figura 8: Resultados de la prueba de la tira reactiva Bactident® Oxidasa para la
deteccion de la enzima citocromo oxidasa en microorganismos. La imagen muestra la

reaccion colorimétrica (positiva/negativa) en las colonias analizadas

5.6. Conteo de carga microbiana por medio de la escala McFarland y por placa

Para garantizar una concentracion bacteriana reproducible, se estandariz6 la suspension
de la FBN ajustando su turbidez al estandar 0.5 de McFarland (~1.5x 1,5 x 102UFC/ml),

recolectando biomasa con asa estéril y resuspendiendo en 10 ml de buffer sin Pol 80,

seguido de homogeneizacion en vortex y verificacion visual de turbidez.
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Estandar 0,5 Cepa madre
(18/12/2024) de FEN
(07/04/2025)

Figura 9: Cepa madre de Flora Bacteriana Nativa (FBN) con turbidez ajustada al estandar
0.5 de la escala de McFarland. La imagen muestra el inéculo bacteriano utilizado en los

ensayos de validacién del desinfectante Acido Peracético, garantizando una

concentracién celular aproximada de  1° UFC/myl para pruebas de eficacia

1.5 x antimicrobiana

Se realizé una serie de diluciones seriadas decimal (1:10) en seis pasos, de la suspensién
estandarizada (1.5%x10® UFC/ml) con el fin para que la dilucién -6 este en un rango
contable (1-300 ), donde la dilucion -1 alcanzé tedricamente 1.5x10" UFC/ml,
reservandose esta cepa para futuros analisis con el desinfectante. De cada dilucién ((-1) -
(-6)) se extrajo 1 ml, el cual se sembré en placas con 15 ml de agar CASO por duplicado,
siguiendo el protocolo para validar la carga microbiana mediante recuento de colonias.
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Tahla 8. Cuantificacion de UFC para la cepa madre de FBN

FEN Concentracion dilucian Placas
Conteo Conteo por Conteo Conteo por
inicial extrapolacion inicial extrapolacién

-1 Incontable 9,210 Incontable 1, 1x1047
-2 Incontable 9.2%1075 Incontable 1,1x10%6
-3 Incontable 9,2x10%4 Incontable 1,1x10%5
-4 Incontable 9, 2x10"3 Incontable 1.1x10°4
-5 Incontable 9. 2x1042 Incontable 1,4x10*3
-8 92 110

Promedio de placas 1,01x10~7

(UFC/ml)

La cepa madre de FBN presentd una concentracion de 1.01 x10 UFC/ml, valor
determinado mediante recuento en placa segun protocolos estandarizados. Esta
suspension bacteriana se empled como inéculo de referencia para los ensayos de
validacién del desinfectante, asegurando la trazabilidad y reproducibilidad de los

resultados.

5.7. Efectividad del neutralizante

La solucion de bicarbonato de sodio al 1% (0.55 ml) demostré un efecto neutralizante
efectivo sobre el Oxonia activo al 0.5%, inactivando su accion residual. Esta neutralizacion
se evidencio al comparar los recuentos microbianos con y sin el uso del neutralizante,
donde se observé una diferencia significativa en la recuperacion de UFC. La ausencia de

inhibicién del crecimiento microbiano en las placas tratadas con bicarbonato confirmé su
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eficacia, asegurando que los resultados reflejen Unicamente la accién desinfectante y no
artefactos por residuos quimicos. Este paso fue critico para validar la confiabilidad de los
ensayos de provocacion superficial.

La implementacion del agente neutralizante evidencioé una reduccion significativa en la
carga microbiana residual, cuantificada en una diferencia de 1 unidad logaritmica (1 logo)

entre las muestras tratadas y no tratadas.

Tabla 9: Eficacia del neutralizante
Superficie de Granilo
FBH Concentracién Solucidn buffer sin polisorbato 80 con neutralizante
imlcial 1,021 04T
UFCiml (2] 1 ] 3 min 1 2 Smin 1 2 Tmin 1 2
{UFC/ml) | (UFCJimI) {UFCTml) | (UFCiml)y (UFCImI) | [UFCiml) [WUFCImI) | {UFCimi)
A | L01x10%4] 1381044 | -1 <1 <1 - =1 =1 A =1 <1
-2 1.01x10%3 | 1.38x10*3 -2 =<1 <1 =2 Ll Ll -2 Ll <1
-3 1M 134 -3 < <1 -3 k3l =1 -3 =1 <]
-4 19 i -4 =1 =1 =i} L3l =1 wd =1 =1
-5 1 <1 5 <1 =1 -5 <1 =1 -5 =1 <1
Solucién buffer sin polisorbato 80 sin neutralizante
o 1 2 3 min 1 2 Smin 1 2 Tmiin 1 2
(UFCImI) | (LFC/mI} {UFCImi) | (UFCimI) (UFCImI) | (UFCimI) (LUFCImI} | {UFCimi)
-1 2331004 | 1.99210%4 A =1 =1 -1 <1 =1 -1 =1 =1
2 [zawiesa]| a3 a2 <1 ] 2 < <1 2 « <1
| 2M 111 =3 =1 =1 =3 = <1 - ] =1 =1
53 a -4 =1 =1 =4 <1 =1 =4 =1 =1
-5 ] " -5 <] <1 -5 4| <1 -5 L3 <]
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Efectividad del neutralizante

Carga microbiana (UFCimi)

@ Scolucién buffer sin polisorbato 80 sin neutralizante @ Solucion buffer sin polisorbato 80 con neutralizante

1.00E+5

|
I

|
I

1,00E+4

1,00E+3

1
]

1,00E+2

1.00E+1

1
1

1,00E+0

0 3 5 7
tiempo de contacto (min)

Figura 10: Efectividad del neutralizante en la evaluacién del Acido Peracético. El gréfico
compara la carga microbiana (UFC/ml) a diferentes tiempos de contacto (0, 3, 5, 7 min)
entre dos condiciones: solucion buffer sin polisorbato 80 sin neutralizante (linea roja) y
solucién buffer sin polisorbato 80 con neutralizante (linea azul). Los controles se indican
como referencia. La escala logaritmica (1.00E+5 a 1.00E+0) destaca la reduccion

microbiana en funcién del tiempo.

5.8. Control microbiolégico superficial

Las superficies designadas (acero inoxidable, PVC y granito) fueron sometidas a un
protocolo de limpieza y desinfeccion previo, verificando mediante controles
microbioldgicos que cumplian con los criterios de aceptaciéon establecidos (<5 UFC/25

cm?).
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Tabla 10. Control microbiolagico superficial

Fecha Area Superficie Placa Resultados Limite Requisitos
(Clase) con Microbiano
Agar Aerobios Promedio en 25cm? Cumple No
CASO | Mesofilos (UFC/4 horas) cumple
06/03/20 B Acero 1 =1 UFC =1 UFC 5 Si No
25 Inoxidable
2 =<1 UFC
06/03/20 B Plastico 1 =1 UFC <1 UFC 5 5i No
25
2 =<1 UFC
06/03/20 B Granito 1 2 UFC 2UFC 5 Si No
25
2 2 UFC

Este estado asegura que la carga microbiana ambiental no interfirid en los resultados de

la validacion, garantizando que la reduccién microbiana observada fuera atribuible

exclusivamente a la accion del desinfectante en estudio.

5.9.1. Prueba de provocacion: superficial Area de granito

Oxonia Activo® logré reducciones >4-log para bacterias Gram negativas (E. coli, P.

aeruginosa, Burkholderia spp.) y hongos (C. albicans, A. niger) en 3-5 min. Para S.

aureus (Gram positivo) se requirieron 7 min para alcanzar 3-log (Tabla 11, Figura 11)
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Tabla 11. Prueba de provocacién: superficial Area de granito

Organismo Duracioén del Placa Promedio por Reduccién Cumple Observacion
evaluado contacto (Min) placa (UFC/ml)] logaritmica | criterio (Si/ No)
Escherichia 3 1 <1 4 Si No se
coli, ATCC detectaron
8739 2 UFC tras el
5 1 <1 4 Si tratamiento
2 a partir del
7 1 <1 4 Si minuto 3.
2
S. aureus, 3 1 68 3 Si Se
ATCC 6538 detectaron
2
s . - - UFC tras el
3 Si tratamiento
2
7 1 1 3 Sj
2
P. aeruginosa, 3 1 37 5 Si No se
ATCC 9027 > detectaron
. ; ; UFC tras el
< i .
6 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 6 Si minuto 5.
2
B. multivorans, 3 1 <1 5 Sj No se
ATCC BAA-247 detectaron
2
. ; : UFC tras el
< 1 .
o Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 5 Si minuto 3.
2
B. cepacia, 3 1 <1 5 Sj No se
ATCC 25416 detectaron
2
. p . UFC tras el
< i .
o Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 5 Si minuto 3.
2
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Tabla 11. Prueba de provocacion: superficial Area de granito

Organismo Duracion del Placa Promedio por Reduccion Cumple Observacion
evaluado contacto (Min) placa (UFC/ml)] logaritmica | criterio (Si/ No)
B. 3 1 <1 4 Si No se
cenocepacia, detectaron
ATCC BAA-245 2 UFC tras el
5 1 <1 4 Si tratamiento
2 a partir del
7 1 <1 4 Si minuto 3.
2
S. typhi, ATCC 3 1 <1 4 Si No se
14028 > detectaron
. p p» - UFC tras el
4 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 4 Si minuto 3.
2
C. sporogenes, 3 1 <1 3 Sj Se
ATCC 19404 detectaron
2
. ; > . UFC tras el
3 Si tratamiento
2
7 1 1 3 Si
2
B. subtilis, 3 1 410 2 No Se
ATCC 6633 > detectaron
. : 00 UFC tras el
2 No tratamiento
2
7 1 2 4 Si
2
C. albicans, 3 1 860 2 Si No se
ATCC 10231 detectaron
2
. - p” . UFC tras el
3 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 4 Si minuto 7.
2
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Tabla 11. Prueba de provocacion: superficial Area de granito

Organismo Duracion del Placa Promedio por Reduccion Cumple Observacion
evaluado contacto (Min) placa (UFC/ml)] logaritmica | criterio (Si/ No)
A. niger, ATCC 3 1 78 3 Si No se
16404 > detectaron
5 ; ; UFC tras el
< i .
4 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 4 Si minuto 5.
2
FBN 3 1 13 4 Si No se
2 detectaron
5 : ; UFC tras el
< i .
5 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 5 Si minuto 5.
2

Desafio de desinfectante sobre granito

1,00E+6

1,00E+5

1,00E+4

1,00E+3

1,00E+2

Carga de UFC/mL

1,00E+1

1,00E+0
0

Tiempo de contacto (min)

Escherichia coli, ATCC 8739
S. aureus ATCC 6538
P. aeruginosa ATCC 9027

B. multivorans ATCC
BAA-247

' B. cepacia ATCC 25416

B. cenocepacia ATCC
BAA-245

S. typhi ATCC 14028

C. sporogenes ATCC 19404
B. subtilis ATCC 6633

Flora nativa

C. albicans ATCC 10231
Aspergillus niger ATCC 16404

Figura 11: Eficacia del desinfectante Acido Peracético sobre superficies de granito frente

a diversos microorganismos, incluyendo bacterias gram negativas , gram positivas,
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hongos. El grafico muestra la reduccion logaritmica de la carga microbiana (UFC/ml) en

funcion del tiempo de contacto (min) con el desinfectante.

5.9.2. Prueba de provocacion: superficial Area de plastico PVC

Mostré6 menor eficacia contra esporas bacterianas (B. subtilis, C. sporogenes), con

reducciones de solo 2-log incluso a 7 min. Para el resto de cepas, cumplié con >3-log a 5

min (Tabla 12, Figura 12).

Tabla 12. Prueba de provocacién: superficial Area de plastico PVC

Organismo Duracién del Placa Promedio por Reduccion Cumple Observacion
evaluado contacto (Min) placa (UFC/ml)] logaritmica | criterio (Si/ No)
Escherichia 3 1 <1 4 Sj No se
coli, ATCC detectaron
8739 2 UFC tras el
5 1 <1 2 Si tratamiento
2 a partir del
7 1 <1 4 Si minuto 3.
2
S. aureus, 3 1 <1 3 Si No se
ATCC 6538 > detectaron
. p 1 UFC tras el
< i .
3 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 3 Si minuto 3.
2
P. aeruginosa, 3 1 2 5 Si No se
ATCC 9027 > detectaron
. ; p . UFC tras el
o Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 5 Si minuto 7.
2
B. multivorans, 3 1 <1 6 Si No se
ATCC BAA-247 > detectaron
. : : UFC tras el
< i .
6 Si tratamiento,
2 a partir del
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Tabla 12. Prueba de provocacion: superficial Area de plastico PVC

Organismo Duracion del Placa Promedio por Reduccion Cumple Observacion
evaluado contacto (Min) placa (UFC/ml)] logaritmica | criterio (Si/ No)
7 1 <1 6 Si minuto 3.
2
B. cepacia, 3 1 <1 6 Sj No se
ATCC 25416 " detectaron
. : ; UFC tras el
< i .
6 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 6 Si minuto 3.
2
B. 3 1 <1 6 Si No se
cenocepacia, detectaron
ATCC BAA-245 2 UFC tras el
5 1 <1 6 Si tratamiento
2 a partir del
7 1 <1 6 Si minuto 3.
2
S. typhi, ATCC 3 1 15 3 Si No se
14028 > detectaron
5 ; 1 - UFC tras el
< .
4 Si tratamiento,a
2 partir del
7 1 <1 4 Sj minuto 5.
2
C. sporogenes, 3 1 3 2 No No se
ATCC 19404 detectaron
2
. ; ; UFC tras el
2 No tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 2 Si minuto 7.
2
B. subtilis, 3 1 610 2 Si Se
ATCC 6633 detectaron
2
. 0 - UFC tras el
5 2 Si tratamiento
2
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Tabla 12. Prueba de provocacion: superficial Area de plastico PVC

Organismo Duracion del Placa Promedio por Reduccion Cumple Observacion
evaluado contacto (Min) placa (UFC/ml)] logaritmica | criterio (Si/ No)
7 1 61 3 Si
2
C. albicans, 3 1 8 3 Sj No se
ATCC 10231 " detectaron
. : ; UFC tras el
< i .
3 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 3 Si minuto 5.
2
A. niger, ATCC 3 1 7 3 Si No se
16404 detectaron
2
. p 1 UFC tras el
< i .
3 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 3 Si minuto 5.
2
FBN 3 1 <1 4 Si No se
2 detectaron
p 1 . UFC tras el
5 < 4 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 4 Sj minuto 3.
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Desafio de desinfectante sobre plastico PVC

1,00E+7

1,00E+5

1,00E+3

Carga de UFC/mL

1,00E+1

4

Tiempo de contacto (min)

Escherichia coli, ATCC
8739

S. aureus ATCC 6538
P. aeruginosa ATCC 9027

B. multivorans ATCC
BAA-247

B. cepacia ATCC 25416

B. cenocepacia ATCC
BAA-245

S. typhi ATCC 14028

C. sporogenes ATCC 19404
B. subtilis ATCC 6633

Flora nativa

C. albicans ATCC 10231
Aspergillus niger ATCC
16404

Figura 12. Evaluacién de la eficacia del desinfectante Acido Peracético sobre superficies

de plastico PVC frente a diversos microorganismos. El grafico muestra la reduccién en

UFC de bacterias gram negativas, gram positivas, y hongos , en funcion del tiempo de

contacto (min).

5.9.3. Prueba de provocacion: Superficial Area de acero inoxidable

Superficie con mejor desempeio: elimind el 100% de UFC en todas las cepas vegetativas

(incluyendo FBN) en <3 min, excepto B. subtilis (3-log a 7 min) (Tabla 13, Figura 13).

Tabla 13. Prueba de provocacion: Superficial Area de acero inoxidable

coli, ATCC

Organismo Duracién del Placa Promedio por Reduccion Cumple Observacion
evaluado contacto (Min) placa (UFC/ml)] logaritmica | criterio (Si/ No)
Escherichia 3 1 <1 6 Si Se
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Tabla 13. Prueba de provocacion: Superficial Area de acero inoxidable

Organismo Duracién del Placa Promedio por Reduccion Cumple Observacion
evaluado contacto (Min) placa (UFC/ml)] logaritmica | criterio (Si/ No)
8739 2 detectaron
5 1 <1 6 Si UFC tras
el
2 .
tratamiento
7 1 4 6 Si
2
S. aureus, 3 1 <1 3 Si No se
ATCC 6538 2 detectaron
. : o - UFC tras el
3 ' tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 3 Si minuto 3.
2
P. aeruginosa, 3 1 1 7 Si No se
ATCC 9027 5 detectaron
. - o : UFC tras el
7 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 7 Si minuto 5.
2
B. multivorans, 3 1 <1 6 Si No se
ATCC BAA-247 2 detectaron
. : = . UFC tras el
6 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 6 Si minuto 3.
2
B. cepacia, 3 1 <1 6 Si No se
2;::1% > detectaron
. - - : UFC tras el
6 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 6 Si minuto 3.
2
B. 3 1 <1 7 Si No se

cenocepacia,
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Tabla 13. Prueba de provocacion: Superficial Area de acero inoxidable

Organismo Duracién del Placa Promedio por Reduccion Cumple Observacion
evaluado contacto (Min) placa (UFC/ml)] logaritmica | criterio (Si/ No)
ATCC BAA-245 2 detectaron
5 1 <1 7 Si UFC tras el
> tratamiento,
a partir del
7 1 <1 7 Si minuto 3.
2
S. typhi, ATCC 3 1 <1 4 Si No se
14028 2 detectaron
. : o - UFC tras el
4 ' tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 4 Si minuto 3.
2
C. sporogenes, 3 1 2 1 No No se
ATCC 19404 2 detectaron
. - o : UFC tras el
1 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 1 Si minuto 5.
2
B. subtilis, 3 1 <1 6 Si No se
ATCC 6633 2 detectaron
. : = . UFC tras el
6 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 6 Si minuto 3.
2
C. albicans, 3 1 <1 3 Si No se
':\;'f; > detectaron
. - - : UFC tras el
3 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 3 Si minuto 3.
2
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Tabla 13. Prueba de provocacion: Superficial Area de acero inoxidable

Organismo Duracion del Placa Promedio por| Reduccién Cumple Observacion
evaluado contacto (Min) placa (UFC/ml)] logaritmica | criterio (Si/ No)
A. niger, ATCC 3 1 <1 3 Si No se
ettt 2 detectaron
s p oy 3 > UFC tras el
! tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 3 Si minuto 3.
2
FBN 3 1 <1 4 Si No se
2 detectaron
s , py . UFC tras el
4 Si tratamiento,
2 a partir del
7 1 <1 4 Si minuto 3.
2
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Desafio de desinfectante sobre Acero inoxidable = Escherichia coli, ATCC 8739

== S aureus ATCC 6538
1,00E+7 .
P. aeruginosa ATCC 9027
== B. multivorans ATCC
BAA-247
1.00E+5 == B. cepacia ATCC 25416

B. cenocepacia ATCC
BAA-245

S. typhi ATCC 14028
C. sporogenes ATCC 19404
B. subtilis ATCC 6633

1,00E+3

Carga de UFC/mL

Flora nativa

1,00E+1 C. albicans ATCC 10231

/ Aspergillus niger ATCC 1...

0 2 4 6

Tiempo de contacto (min)

Figura 13. Eficacia del desinfectante Acido Peracético sobre superficies de acero
inoxidable frente a 12 microorganismos, incluyendo bacterias gram negativas , gram
positivas y hongos. El grafico muestra la reduccién logaritmica en UFC en funcién del

tiempo de contacto (min).

6. Discusion

Los resultados de este estudio demuestran que el area evaluada cumple estrictamente
con los requisitos de la Farmacopea Europea para zonas Clase B, presentando niveles
menores a 5 UFC en placas de sedimentacion de 90 mm expuestas durante 4 horas. Este
hallazgo es fundamental para validar las condiciones ambientales del laboratorio,
particularmente cuando se considera que la seleccidbn de cepas de referencia siguio
rigurosamente los lineamientos de las farmacopeas internacionales. La inclusién de cepas
exigidas por USP <60> (Burkholderia cepacia complex), USP <71> (esterilidad), USP

<51> (hongos y levaduras) y USP <62> (microorganismos especificos) permitié una
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evaluacion integral del desinfectante Oxonia Activo® demostrando su eficacia con
reducciones logaritmicas >4 unidades en bacterias vegetativas y hongos (8).

Respecto al ensayo de provocacion superficial todo el material utilizado se encuentra
inocuo y no presenta microorganismos que podrian alterar los resultados, se destaca que,
si bien el método de hisopado es ampliamente utilizado para la recuperacion de
microorganismos desde superficies, este presenta una eficiencia de recuperacion variable,
lo que implica que no siempre se logra cuantificar la totalidad de la carga microbiana
inoculada. Esta limitacion metodolégica se manifiesta en la reduccidén logaritmica
observada en los controles positivos, donde se evidencia pérdida de carga bacteriana
atribuible a la técnica de muestreo mas que al efecto del desinfectante. No obstante, este
comportamiento no es uniforme, ya que algunas cepas como Salmonella typhi sobre
superficie plastica, granito y acero; Burkholderia cenocepacia en acero; Salmonella tiphy
en acero, Pseudomonas aeruginosa en acero; Bacillus subtillis en acero; Clostridium
sporogenes conservan una alta carga microbiana en los controles, evidenciando una
menor pérdida asociada al hisopado. Esto podria atribuirse a diferencias en la adherencia
superficial, la produccion de biopeliculas o caracteristicas estructurales de la membrana

celular que favorecen la persistencia sobre ciertos materiales

El desempeno del desinfectante mostrd variaciones significativas segun el tipo de
superficie evaluada. En acero inoxidable se observd la mayor eficacia, atribuible a su
superficie lisa y no porosa, mientras que en PVC y granito se detecté menor actividad,
especialmente contra esporas bacterianas (Bacillus subtillis ATCC 6633 y Clostridium
sporogenes ATCC 19404). Esta diferencia resalta la importancia de considerar las
propiedades fisicas de los materiales en la validacion de desinfectantes. Cabe destacar
que el uso de agua desmineralizada esterilizada en la preparacion del desinfectante fue
crucial, ya que la dureza del agua podria haber interferido con la actividad del Oxonia
activo, particularmente contra cepas desafiantes como las del complejo Burkholderia
cepacia (Burkholderia cenocepacia ATCC BAA-245, Burkholderia multivorans ATCC
BAA-247).
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La caracterizacion de la FBN mediante técnicas convencionales (tincion de Gram,
oxidasa) identificd cocos Gram positivos, posiblemente Staphylococcus o Micrococcus. Si
bien estos métodos fueron adecuados para el estudio actual, la implementacién futura de
técnicas moleculares (MALDI-TOF, secuenciacion 16S rRNA) o sistemas API permitiria
una identificacion mas precisa, especialmente para cepas ambientales persistentes. La
estandarizacién del in6culo mediante escala de McFarland, aunque practica y
ampliamente utilizada, mostré las limitaciones inherentes a su subjetividad visual. En este
contexto, la incorporacién de Pol 80 siguiendo recomendaciones de USP 30 (Pruebas
Microbioldgicas, pag. 97) fue particularmente valiosa para mejorar la dispersion de
microorganismos hidrofébicos como Aspergillus niger ATCC 16404.
Durante la etapa de aislamiento de la flora nativa, se observé que todas las cepas
recuperadas del monitoreo ambiental presentaban caracteristicas morfolégicas y de
tincibn homogéneas, siendo cocos Gram positivos. Considerando esta uniformidad, se
selecciond una unica cepa representativa para las pruebas posteriores, con el fin de evitar
redundancias y facilitar la trazabilidad experimental.
No obstante, debido a las variables observadas durante la validacion, se recomienda el
uso de 1 ml de acido peracético durante un tiempo de contacto de 7 min para superficies
de 25 cm2 Para extrapolar esta recomendacién a una superficie de 1 m?, se requiere
aplicar aproximadamente 400 ml del desinfectante, manteniendo el mismo tiempo de
contacto, con el fin de asegurar una cobertura homogénea y una efectividad
antimicrobiana adecuada.
Entre las limitaciones del estudio se destaca la no evaluacién del desinfectante en
presencia de materia organica, variable critica en condiciones operativas reales. Futuras
investigaciones deberian considerar:

e Validacidon con matrices organicas que simulan condiciones de uso

e Evaluacion de concentraciones mayores (1%) para cepas esporuladas

e Estudios de estabilidad del desinfectante preparada

e Combinaciones y comparacion de efectividad con otros agentes para areas criticas
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7. Conclusion

.El estudio demostré que Oxonia Activo® (0.5% de acido peracético) es un desinfectante
eficaz en el laboratorio de microbiologia, logrando reducciones >4-log para bacterias
vegetativas (Gram positivas y negativas) y hongos en tiempos de 3-7 min, dependiendo
del tipo de superficie. El acero inoxidable mostré la mayor eficacia (3 min para la mayoria
de cepas), seguido del granito (5 min) y el PVC (7 min), siendo las esporas bacterianas
(Bacillus subtillis ATCC 6633 y Clostridium sporogenes ATCC 19404) las mas resistentes.
La FBN, identificada como cocos Gram positivos, presentd una sensibilidad similar a
Staphylococcus aureus. Estos resultados validan el uso de Oxonia Activo® en areas
criticas Clase B, aunque se recomienda ajustar los tiempos de contacto segun el material
superficial y considerar concentraciones mayores (1%) para el control de esporas. El
estudio proporciona una base documental sdlida para cumplir con normativas GMP, ISO
9001 y farmacopeas internacionales, garantizando condiciones asépticas en el

laboratorio.
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9. Anexos

9.1. Calculos de la cantidad de medio

agar CASO: 15ml x 2(duplicado)x 6 (Diluciones) x 4(tiempo de contacto) x 9 cepas
bacterianas x 3 superficies
e Cantidad a utilizar:19,44 L de agar CASO

agar Sabouraud: 15 ml x 2(duplicado)x 6 (Diluciones) x 4(tiempo de contacto) x 2 cepas
bacterianas x 3 superficies
e Cantidad a utilizar: 4,32 L de agar Sabouraud

Buffer sin Pol 80: 10 ml x 4 tiempo de contacto x 9 cepas x 3 superficies

+ 9 ml x 5 diluciones x 4 tiempo de contacto x 9 cepas x 3 superficies
e Cantidad a utilizar:. 5,94 L de Buffer sin Pol 80

Buffer con Pol 80: 10ml x 4 tiempo de contacto x 2 cepas x 3 superficies


https://www.britanialab.com/back/public/upload/productos/upl_6054e7678b1e3.pdf
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+ 9 ml x 5 diluciones x 4 tiempo de contacto x 2 cepas x 3 superficies
e Cantidad a utilizar: 1,32 L de Buffer con Pol 80

9.2 calculos de la cantidad de materiales para la desinfecciéon

Oxonia:1 ml x 6 (Diluciones) x 4(tiempo de contacto) x 9 cepas bacterianas x 3 superficies
e cantidad a utilizar: 648 ml de Oxonia al 0,5%

Agua Purificada: 1 Litro (uso indefinido)
Papel : 2 x 6 (Diluciones) x 4(tiempo de contacto) x 9 cepas bacterianas x 3 superficies
e Numero de hojas: 1296 hojas de papel absorbente

9.2.1 Calculo de agente neutralizante

Determinar la concentracion de Oxonia activo en moles por litro (M): EI Oxonia activo esta
al 0,5%, lo que significa que hay 0,5 gramos de Oxonia activo en 100 ml de solucién.

e Para 1 ml de solucion, la cantidad de Oxonia activo es:
0,5 g/100 mix1 mI=0,005 g

e La masa molar del Oxonia activo (CH:CO:H) es aproximadamente 76,05 g/mol,

Convertir gramos a moles:
0,005 g/76,05 g/mol=6,57x1 > moles
Calcular la cantidad de bicarbonato de sodio necesaria:
e Dado que la reaccion es 1:1, se necesitan 6,57><m5moles de NaHCO:..

La masa molar del bicarbonato de sodio (NaHCO:s) es de aproximadamente 84,01

g/mol.
Convertir moles a gramos

e 6,57x10 "molesx84,01 g/mol=0,00552 g
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Necesita aproximadamente 0,00552 gramos de bicarbonato de sodio para neutralizar 1 ml

de Oxonia activo al 0,5%.

De manera anexa se prepara una 1 litro de solucion de bicarbonato de sodio al 1%.Para 1

litro (1000 ml) de solucion, la cantidad de bicarbonato de sodio necesaria es:

e Cantidad de NaHCO:=1 g/ 100 mIx1000 mI=10 g

Calculo del volumen de solucion de bicarbonato de sodio necesario:

e Moles de NaHCO:s necesarios: 6,57x10-5 (moles).

e Concentracion molar= 10 (g/L)/84,01 (g/mol) =0,119 (moles/L):
e Volumen (L)=6,57%x10-5 (moles) 0,119 (moles/L)=0,000552 (L)
e Convertimos a mililitros (ml):

e 0,000552 Lx1000 ml/L=0,552 (ml).



9.4 Datos brutos de prueba de desinfeccion sobre superficie de granito

Superficie: Granito
5A Concentracion |  c* 1 2 3 min 1 2 Smin 1 2 Tmin 1 2
inicial 6,2x10%7 (UFCImI) | (UFGImI)
UFChmi 0 |419x10% | 3,28x10%4
a4 [ 419x10%3 | 3,24x10%3
2 410 324
3 2 87
4 10 3
-5 1 <
Pa Concentracion o+ 1 2
inlcial 6,0x1047 {UFEimI) | (UFCImi)
UFCimi 0 1,04x10°8 | 1,64x10°8
A [ 1,04x10°8 [ 1,64x108 A
2 | 1,04x10% | 1,64x10%| 2 1 ] 2 < <1 2 <1 T
3| 1,04x10%3 | 1,64x10%3 ] 1 3 <1 <1 3 1 <1
4 104 164 -4 1 <1 4 <1 <1 4 <1 <1
5 18 22 < <1 5 < <1 5 1 <1
EC Concentracion c* 1 2 3 min 1 2 Smin 1 2 Tmin 1 2
inicial 5,6x10%7 {UFCiml) | (UFCimi) {UFCiml} | (UFCimi) {UFCiml} | (UFCimi) [UFCimi) | (UFClmi)
UFCimi 0 | 4,2010%4 | 56x10%4 N
A | 4,2010%3 | 5,06x10%3
"] 2 7]
] 1 3
i 1 @
a1 af
AN Concentracion ot 1 2
Inbeial 7.3 x10%8 (UFCiml) | (UFCiml)
UFCimi 0 |2,14x10%4| 2x10%4
1 214x10%3 | Ix10%3
2 214 200 2 <1 1 2 1 <1 2 1 <1
-3 a2 1 -3 <1 <1 -3 < < =3 =1 1
=i =] =1 =4 =1 L3 | -k =1 =1 4 =1 =1
.5 2 <1 5 <1 <1 5 <1 <1 5 <1 <1




CA Concentracion (=3 1 2 3 miin 1 2 Smin 1 2 Trmin 1 2
inicial 86,3107 (UFCiml} | (UFCiml) {UFC/ml) | (UFCiml) (UFCiml) | [UFC/mi) (UFCimi) | (UFCimi)
UFCimi 0 |266X10% | 31104

-1 266X10%3 | 3,1X103

2 266 310
3 147 78
-4 <q <
] <1 =
BS Concentracion o+ 1 2
inicial 3,0x10%6 (UFCImI) | (UFCImI)
UFCImi 0 |7,28%10% | B,2x10%4
5| T28X10%3| §2x10%3
2 TR 522
3 128 T
-4 0 12
] B 3
FEN Concontracion o 1 2
infcial 1,01x1047 (UFGIm) | (UFGImI)
UFCimi 0 1,01010%8 | 1,30x10%8

1 1,07 10%4 |1, 30x 104

-2 10150043 [ 1,30510%3

-3 101 130
E 19 n
B 1 <
BC Concentracion o 1 2
inicial 4, 821047 (UFCiml) [ (UFCImI)

UFCimi 0 | 35x10%8 | Box10%s | 0
8 381084 | 6 0x10%4 =
2 3,8x10%3 | 60x10%3 =2 =1 <1 -2 <1 =1 =2 =1 =9
¥ 3801042 | 80x10%2 -3 <9 <1 -3 <1 <9 -3 <1 <1
4 a5 59 - < w1 ] <1 L3 - <1 <1
-5 13 2 - <1 <1 5 <1 <1 -5 <1 <1




BM Concentracion o 1 2 3 miin 1 2 Smin 1 2 Tmin 1 2
inicial 6,8x10*T {UFCiml) | (UFCiml) (UFC/ml) [ (UFCiml) (UFCiml) | [UFCimi) (UFCimi]) | (UFChmil)

A 4501044 | 3.0x10%4 -1 <9 <1 A <1 1 B | =1 =1

2 A 5x10%3 | 391043 -3 <1 <1 -2 <1 <1 -2 <1 <1

450 390 < <1 -3 <1 <1 -3 <1 <1

-4 18 a6 -4 «q <1 -4 <1 <1 4 <1 <1

2 ] L] 1 -5 %1 <1 E ] i B |

BCN Concentracion o 1 1 3 min 1 2 fimin 1 2 Tmin 1 2
inicial 8, 31047 (UFCiml) | (UFCiml) {UFCiml) [ (UFCiml) (UFCiml) | (UFCimi) (UFCImil) | (UFCimi}

" TAa10%2 |1, T6x10%3 “1 T T N <1 < A <1 <1

2 T8 176 -3 < <1 -2 <1 <19 -2 e &

3 ] 3 < <1 =3 <1 <1 =3 <1 1

e 2 4 -4 <1 <1 -4 <1 <1 -4 <1 <1

5 1 1 <1 <1 -5 %1 <1 -5 <1 4

ST Concentracion o 1 2 I min 1 2 Smin 1 2 Tmin 1 2
inicial 6501044 (UFGImI) | (UFCHmI) {UFC/mI) | {UFCimI) (UFCiml) | (UFC/mi) (UFC/mi) | (UFC/mi)

4 1451043 | 1,3x10%3 “ «q <1 A <1 i A <1 1

-2 10 130 -2 € 1 -2 €1 1 -2 <1 <1

=3 20 a0 B | < <1 B | <1 <9 s | <1 <

-4 1 <1 < <1 -4 <1 <1 e <1 L

.1 <1 €1 «q €1 .| €1 9 -5 1 aq

C8 Concentracion o 1 2 3 min 1 2 Smin 1 2 Tmin 1 2
inicial 7,0x10%3 {UFGiml} | (UFCiml) (UFC/ml) [ (UFCiml) (UFCiml) | (UFCimi) (UFCimi) | [UFCimil)

A 101 158 -1 <9 <1 -1 <1 <1 | =1 =1

-2 20 B -2 1 | -2 <1 < -2 <1 <1

-3 2 <1 -3 5 2 -3 <1 <1 -3 <1 <1

E ] <1 =1 -4 =1 =1 =1 =1 -4 =1 <1

-5 =1 =1 -5 <1 =1 =1 =1 5 =1 =1




9.5 Datos brutos de prueba de desinfeccion sobre superficie de plastico PVC

Superficie: Plastico PVC

5A Concentracion c* 1 2 3 min 1 2 Smin |1 (UFCIimI) 2 Temin 1 1
inicial §,2610°7 (UFCImi) | (UFCimi) (UFCImil) | (UFCimi) (UFCimi) (UFCimi) | UFCIm)
-1 15 M3 -1 <1 <1 A <1 <1 -1 «1 1

-2 1 4 -2 <1 <1 -2 a1 <1 -2 =1 <1

-3 2 1 =3 L | L | -3 1 21 =3 =1 =1

-4 <1 <1 e | e | -4 L3 | L | -4 =1 <1

5 FE] €1 3 '3} €1 E 1 <1 <1 5 =1 <1

PR, Concentracion c+ 1 2 3 min 1 2 Smin |1 (UFCimi) 2 Temin 1 2
inicial 60x10%7 (UFCIml) | (UFChmi) (UFCmi) | [UFClmi) (UFCimi) (UFC/m) | (UFCimi)
e[ e[|+ (N N
-1 44x10"d | 1.2x10%4 A 1 2 -1 1 <1 -1 <1 <1

2 4 4ni0*Y | 1221043 -2 o 1 2 <1 < 2 <1 1

-3 a44 124 -3 1 2 -3 =1 <1 -3 =1 <1

-4 154 ] =9 3 | -4 FE] <1 -4 e <

=5 48 3 -3 L3 | L3 | -3 <1 L3 | =5 <1 L3 |

EC Concentracion c+ i 2 3 min 1 2 Smin |1 (UFCimi) 2 Trmin i i
Inlcial 5,6x1047 (UFCiml) | (UFChmi) (UFCimi) | (UFClmi) (UFCimi) (UFCImi) | (UFCimi)
-1 4.8 x10*3 | 3,8 x10*3 A <1 <1 A <1 <1 -1 <1 <

-2 4.8 x10%2 | 3.8 w1042 -2 =1 =1 -2 =1 =1 2 =1 <1

-3 48 38 -3 <1 <1 -3 <1 <1 -3 <1 <1

-4 " 9 -4 <1 <1 -t <1 <1 - =1 <1

=5 1 5 =1 =1 E-1 =1 L | =3 =1 =1

AM Concentracion ct 1 2 3 min 1 F Smin |1 (UFCimi) 2 Tmin 1 2
inicial 7.3 x10%6 (UFCImi) | (UFCHmI) (UFCimi) | (UFCimi) (UFCimi) (UFCimi) | (UFCIm)
e e o |+ R - N
| 148 202 =1 1 <1 =1 <1 L3 | -1 L | <1

- 19 Fa -2 <1 =1 -2 =1 <1 2 =1 <1

=3 4 T =3 g g o3 L3 | L3 | =3 L3 | L3 |

4 <1 <1 4 <1 <1 - <1 <1 4 =1 =1

5 <1 L | o5 <] <] o5 L3 | L3 | =5 <1 L3 |




CA Concantracion c+ 1 2 3 min 1 2 Smin |1 (UFCimI} 4 Tmin 1 ]
Inlchal 6 321047 (UFCimi) | (UFChmi) (UFCimI) | (UFCimi) (UFCimi) (UFCimi) | (UFCimi)
e el e | N - N - I
A 141 99 -A <1 i -1 L3 ] w1 -1 < L3 ]
-2 4 a4 -2 <1 <1 -2 =1 1 -2 =1 LR |
=3 a1 L4 | =1 =1 =1 = | a1l =1 =3 <1 L2
-4 < «q -4 «q «q -4 - «q -4 < -
-8 1 € E S a1 a1 & af L] | -4 1 a
BS Conceniracion o 1 2 3 min 1 2 Smin |1 (UFCImI) 2 Ty 1 H
Inlelal 3,8%10%0 (UFCIml) | (UFCHmI) TURCImi) | [UPCimi) (UFCImi) (UFCIml) | (UFCHml)
NI - .. e
A G Ax10*] | B 2x10%3 A mn £l A m n A [ ] 3
2 (31 &8 -3 " i 2 1 <4 -3 1 <1
3 ima " +1 a1 a1 B | af La | -3 a ai
E ] (1] a4 ] Ll | L] | ] o L ] i o
-5 T 2 e ai ai -3 af ai -3 aq ai
Fill o+ 1 2 3 min 1 2 Smin | (UPCimi) F1 Temin 1 ]
Conoenirachken (UFCIml) | (UFChml) (UFCrmil) | [UFClmi) (UFCImi) (UFCimi) | (UFChmi)
e [+ e+ R NN - NN
UFC/mi
A 1. 11x10*3 | 2. 15x10%3 A af af -1 - a4 A i EE ]
2 m Fil] e =1 =1 -2 =1 =1 -2 1 <1
-3 Fi 15 -3 L | L | -3 i aq -3 aq a
A 1 3 -4 1 =1 4 =1 =1 4 =1 =1
-5 <1 <1 -5 <1 <1 -5 < =1 -5 <1 <
BC Concantracion o+ 1 2 I min 1 2 Smin |1 (UFC/mi) 2 Tmin 1 i
inicial 4 6x10*T [UFC/ml) | (UFChmi) (UFCimi) | [UFC/mi) (UFC/mi) (UFCimi) | (UFCimi)
N EONCIOETOEOE BN B
-1 2Ax10*5 | 1.8x10*5 =1 i i =1 aq E3 | =1 ES | <
-2 2Ax10%4 | 1.9x10%4 -2 =1 =1 - =1 =1 -2 =1 =1
-3 2Ax10*3 | 1,5x10*3 =3 L4 | L4 | =3 i L3 | =¥ <1 a
-4 2Ax10°2 | 1.9x10%2 - =1 =1 =+ =1 =1 = =1 =1
5 Fal 18 <5 <1 <1 E-1 =1 £33 | E.1 <1 <1




BM Concentracion o+ 1 H 3 min 1 F Smin |1 (UFCimI) 2 Timbn 1 F
Inlcial 6 8x1047 {UFCIml) | (UFCimI) (UFCiml) | (UFCiml) (UFCimi} (UFCimi) | (UFCimi)

1 2,8x10%8 | 2.8x10°8 =1 <1 LR} =1 <1 <1 A =1 <1

-2 LBx10% [ 28x10%4 -2 49 49 -2 =1 =1 -2 <1 w1

3 2,8x10%3 | 28x10%3 e <1 LR} e | <1 <1 =3 <1 <1

-1 287 m A w9 w9 - «q ai 4 aq aq

8 " 18 -8 <1 LE! e} L | <1 L} “1 aq

BCN o 1 2 3 min 1 2 Smin |1 (UFCimi} 2 Timin 1 ]
hlm (UFCHm) | (UFCmI) (UFCiml) | (UFCiml) (UFCimi} (UFCiml) | (UFCimil)

Inlcial
0 A0a10% [ Ix10%8 L] L]

e e e e e [

A A0x10%8 | Ixi0%8 “A LR} LR} A Ll La | A w1 aq

2 ABR10% | Ix10%4 2 @1 @1 2 @1 1 E @ ai

3 A8x10%3 | Ixiotd E | a1 a1 E | Ll | ai -3 a a

<4 EL] 300 wl a1 a1 -4 ai al ol a a

3 1 a4 -5 a9 a1 -8 aq ai -5 aq aq

8T Concentracion | o+ 1 2 3 min 1 7 Bmin |1 (UFCIm)| 2 Tmin 0 1
Inleial 8 52104 (UFCIml) | (UFCImI) (UFCimI) | (UFCImI) {UFCimi) (UFCimi) | [UFCimi)

- 1011043 | 1, 80x 1023 A a1 La! “A «q wd A wi i

2 101 108 «2 12 1 -2 1 L] =] 1 w1l

3 A 3 -3 <1 <9 -3 «q ai -3 ai ad

-4 18 Fil A LE! LR} £ LR L3 | 4 1 aq

5 d 1 -§ <q i -5 «1 L3 | E-1 L3 | i

C8 Concantracion o+ 1 2 3 min 1 2 Smin (1 (UFCimi} 2 Tmin 1 ]
Inleial 7051043 (UFCImI) | (UFGImI) (UFCImI) | (UFCImI) (UFCImI) (UFCImI) | (UFCimi)
e T [ | D N

A 7 11 -1 5 5 -4 «q 1 A <1 w

2 <1 <1 =2 21 21 =2 1 =1 -2 =1 <1

-3 <1 <1 -3 <1 <1 -3 <1 <1 -3 <1 L3 |

-4 <1 <1 i <1 <1 ik =1 =1 - <1 <1

-5 <1 <1 5 <1 <1 -5 <1 <1 5 <1 <1




9.6. Datos brutos de prueba de desinfeccion sobre superficie de acero inoxidable grado 304.

Superficie: Acero inoxidable
SA Concentracion [=2 1 2 3 min 1 2 Smin 1 [UFCimi) 2 Tmin 1 2
indzial 6.2x10°7 (UFCimi) | (UFCimi) (UFCImi) | (UFCImi) (UFCimi) (UFCimi) | (UFChmil)
UFC/mi b |z3tx10%3] 2250104 0
3
-1 3 5 -1 L | <1 -1 <1 <1 -1 <1 =1
-2 k1 ] 40 -2 =1 =1 -2 =1 =1 -2 =1 =1
=3 12 L] <3 =1 =1 -3 =1 =1 3 <1 =1
-l q <q <1 *L | i o <1 1 o 4
-5 <1 i <1 <1 -5 L | LA | 5 LA | L& |
PA Concentracion o+ 1 F 3 min 1 Fi Smin 1 [UFCImi) i Tmin 1 k]
inicial 6,0x104T (UFCHml) | (UFChml) (UFCHmI) | [UFChm) (UFClenl) (UFCHm) | (LIFCml)
-1 4161046 | 4x10%8 -1 =1 1 A =1 <1 A <1 =1
=2 A16x10*5 | 4dxi1D*5 - <1 <1 -2 <i < i -2 <1 < q
-3 4161044 | 4x10°4 -3 =1 =1 3 =1 =1 -3 <1 =1
e 4, 16x10*3 | 4x10*3 =4 <1 <1 E L3 | <1 -4 <1 o
-5 416 400 k- =1 =1 -5 =1 <1 -5 <1 =1
EC Concentracian [=3 1 2 3 min 1 2 Smin 1 [UFCimi) 2 Tmin 1 2
inicial 5,6x10°T (UFCimi) | (UFCimi) (UFCm) | (UFCImi) {UFCimi) {UFCIm) | (UFCimi)
i I ] )
=1 3, 3x10%5 | 5,9x10*8 1 <1 <1 A <1 <1 -1 <1 =1
=2 3. 3x10%4 | 5.9x10%4 2 <1 <1 -2 <1 <1 2 <1 r1]
=3 33x10*3 | 5.0=10%3 -3 < q o q e aq i -3 aq aq
4 3L m10%2 | 5,9=10%2 4 =1 =1 el <1 <1 ' <1 <1
e 3 k] e <1 =1 -4 <1 <1 4 <1 3
AN Concentracion o+ 1 2 3 min 1 2 Smin 1 [UFClimi) 2 Tmin 1 2
Inicial 7.3 x10%8 (UFCimil) | (UFCimi) (UFCImi) | [UFCImi) [UFCmi) [UFCImi) | (UFClmil)
=1 129 m o | <1 <1 e | <1 <1 A <1 <19
L | 19 23 w2 <1 <1 e 3 <1 <1 e <1 <1
-3 1 1" -3 <1 <1 -3 <1 <1 -3 <1 «q
-4 <1 <1 -4 <1 <1 -4 <1 <1 4 <1 =1
e =1 <1 5 <1 <1 E-1 <1 i 4 i <




CA Concentracion o+ 1 2 Imin 1 2 Smin | 1 (UFCImI) 2 Tmbn 1 2
Inicial 8,3x1047 {UFCImi) | (UFCimi) {UFCImI) | (UFCimi) [UFCimi) (UFCImI) | (UFCimi)
e [ 230010 [140x10% [ 0 o
"3 3
1 m 118 A <1 <1 4 1 <1 -1 <1 1
-2 20 4 -2 <1 <1 -2 <1 <1 -2 <1 <1
] 1 21 3 21 21 - 1 21 3 <1 T
-4 <1 <1 -4 <1 <1 - =1 <1 -+ <1 1
4 “1 <1 -8 <1 <1 4 1 21 ] <1 1
BS Concentracion o+ 1 2 3 min 1 2 Smin | 1 (UFCimI) 2 Tmin 1 2
Inlclal 3,0x10%8 {UFCiml) | (UFCimi) {uFCimi) | (UFCimI) UFCimi) UFCimI) | (UFCImi)
m ﬂ 1“’“‘““ 'I““ul ' _II-
[
e 1,33010%8 | 1,30000% A <1 <1 ] « T A 1 ']
8
] 1,33010%4 | 1,20000% 3 «q «q 2 1 <1 2 <1 i
i
] 1,33010%3 | 1,30000% 3 T T A T i 3 a1 i
1
-4 133 1% ] L3 ] [ ) 'Y a1 ] '3 1
4 " T A «q «q 4 «1 «q 5 <1 <
FBN Concentracion 0% 1 2 I min 1 2 Smin | 1 (UFCimI) 1 Temin 1 F
Inboial 1,00010%T (UFCimi) | (UFGImI] (UFCimi) | (WFCmI)
UFC/m| 0 1,2010%4 | 1,88x10 o 0
]
B 11043 | 1, BEt0n 1 i %9 o 1
1
2 120 106 2 L3 < | Ll < 2 <1 “q
3 o 17 3 13 <1 3 «1 <1 a3 <1 i
4 1 3 4 1 1 a 1 1 4 <1 1
F] «q < B < < -4 i <1 -5 < «f
BEC Concantrachan 13 1 2 3 mibn Smin Tmin
Inicial 465107 UFGImly | (UFGmI)
UFC/mi [ 1,28x10°6 | 1,8Bx10° o
[
! 1,2Bx10%8 | 1,BBx10% A
5
] 12851044 | 1881104 2 <1 <1 2 1 1 2 <1 1
4
] 1,26:10%3 | 1885104 3 <1 <1 K 1 <1 K <1 ]
i
-4 128 188 - <9 [ -4 FT) 9 -4 'L FE]




BM Concentracion o+ |1 (UFCImN| 2 (UFCImI)| 3 min 1 2 Semin 1 2 Tmin 1 2
Inicial 68x10*7 [UFCImi) | (UFCimi) {UFCimi) | (UFCImi) (UFCimi) | (UFClmi)
r 1,30610%8 | 1,27210°8 | A T T a P PE] A <l <1
] 1,30000% [ 1,37a10% | 2 <1 <1 2 T <1 2 1 <1
a 131003 [ 137at0%a | T T 3 T T 3 T T
-4 133 127 =il < < =i <1 < -4 <1 <1
5 1 ] I T <1 5 <1 €1 5 T <1
BCH Concentracion o+ A (UFCImI) | 2 (UFCImI) [ 3 min 1 2 fmin 1 2 Trmim 1 2
Inicial 8321047 (UFCJmi) | [UFC/ml) (UFCiml) | (UFCimi) (UFChmi) | (UFCimi)
UFC/mi [] 01048 | 1,30x10°7 0
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