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Servicios para

Biocidas

Las Normas Europeas desarrolladas por el CEN TC 216 para evaluar
la eficacia de desinfectantes quimicos y antisépticos son los ensayos
mas comunes requeridos para el registro de estos productos de
acuerdo a la Directiva de Biocidas 98/8/CE.

A menudo los fabricantes desconocen la concentracion activa de sus
productos a la hora de realizar los ensayos segun las normas EN. Por
otra parte, uno de los requisitos de la Directiva de Biocidas es que la
concentracion de sustancias activas utilizadas en la formulacién de
los productos se limite a la minima necesaria.

El disefio de los ensayos de eficacia segun las normas EN no permite
ensayar un alto numero de concentraciones o condiciones
experimentales (tiempo de contacto, cepa o sustancia interferente) en
la misma réplica. Como consecuencia, el uso de las normas EN para
determinar la concentracién activa mas baja a un tiempo de contacto
especifico, para cada cepa, es una tarea que requiere bastante tiempo
y resulta cara. Por esta razén, Eurofins Biolab ha desarrollado un
método de screening rapido y econdémico que permite estudiar
varias condiciones en paralelo, pudiendo asi optimizar el disefio de la
formulacion del producto biocida.

Se trata de un método semi-automitizado que reproduce a escala
reducida los procedimientos de las normas EN, sustituyendo la
cuantificacién de microorganismos mediante técnicas tradicionales de
cultivo por la cuantificacién mediante detecciéon de ATP. Esta técnica
automatizada permite estudiar hasta 14 concentraciones del
producto en el mismo ensayo con un coste mucho menor que el de
las normas EN y una elevada reproducibilidad. Se obtienen asi
curvas de inactivacion para cada microorganismo que permiten
estimar las concentraciones minimas bactericidas en las condiciones
de las normas EN. Otra ventaja de esta técnica es que los tiempos
de respuesta son muy rapidos, obteniéndose los resultados en el
mismo dia del ensayo puesto que no hace falta esperar la incubacion
de los microorganismos tras el ensayo.

El método basado en la deteccion de ATP es de gran utilidad en la
busqueda de sinergismos al combinar sustancias activas entre si 0
con otros ingredientes capaces de potenciar su actividad biocida.

El objetivo de llevar a cabo los ensayos de screening previos al
ensayo segun las normas UNE-EN es identificar el rango de
concentraciones del producto activas frente a cada microorganismo de
ensayo para poder asi determinar las 3 concentraciones a las que
realizar los ensayos de normas UNE-EN intentando ajustar al
méaximo la determinacién de la minima concentracion biocida del
producto y cumpliendo con los requisitos de las normas de obtener al
menos una concentracion activa y una no activa en cuanto a la
actividad bactericida, levuricida y fungicida.
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Gracias al screening se puede ajustar el rango de concentraciones
de un ensayo EN y se evita el riesgo de tener que repetirlo porque
ninguna de las concentraciones elegida resulte activa.

Eurofins Biolab propondra al fabricante las tres concentraciones para
el ensayo UNE-EN sobre la base de los resultados del screening. Si
ninguna de las tres concentraciones propuestas resultase activa la
repeticion del ensayo en otras condiciones acordadas con el promotor
correrian a cargo del laboratorio.

Ademas se evita el riesgo de realizar el ensayo segun normas UNE-
EN con 3 concentraciones y que ninguna de ellas resulte no activa
con lo cual el ensayo no cumpliria con uno de los requisitos de
conformidad a las normas.

La informacion del screening no es suficiente para registrar el
producto (se necesitaran los resultados de las normas UNE-EN) pero
favorece un conocimiento mas profundo del formulado,
identificando mas claramente su espectro de eficacia y los
microorganismos mas limitantes. Permite ademas justificar la
eleccion de la concentracion de uso de cara a la evaluacion del riesgo
en el registro del producto de acuerdo con la Directiva de Biocidas.

El screening se puede realizar en suspension o en superficie, en
condiciones limpias o sucias. Las normas UNE-EN en suspensién
serian la UNE-EN 1276 y UNE-EN 13727 (actividad bactericida),
UNE-EN 1650 y EN 13624 (actividad levuricida y fungicida),UNE-EN
13623 (actividad frente a Legionella), UNE-EN 13697 (actividad
bactericida, levuricida y fungicida)

El screening con el método basado en la deteccion de ATP se realiza
en nuestro laboratorio de Barcelona y se lleva a cabo como opcion
adicional a la realizacion de las normas UNE-EN en el caso de que el
cliente lo solicite.

Los ensayos segun normas EN se realizan conforme a los requisitos
recogidos en la Norma EN ISO/IEC 17025 (certificado de acreditacion
ENAC N° 839/LE1792).
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Estrategia
Con el ensayo de screening basado en la deteccion de ATP para cada

microorganismo, temperatura, sustancia interferente y tiempo de
contacto se determina una curva de inactivacion, a partir de la cual
se estima la concentracion minima del producto que deberia pasar las
normas EN.

Si en esta fase se determinara que el producto no es suficientemente
activo, no se procedera con los ensayos segin normas EN.

El método de screening basado en la deteccidén de ATP es aplicable
para bacterias y levaduras, pero no para las esporas de mohos y en
concreto en Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 (antes denominada
en las normas EN como Aspergillus niger). Si el producto tuviera que
ser fungicida, se realizard el screening mediante otra técnica que
permite discriminar entre “pasa” y “no pasa’ para un determinado
rango de concentraciones del producto. Para esta cepa no se
dispondria de una curva de inactivacion.

Teniendo en cuenta los resultados de los ensayos de screening y
nuestra experiencia en el estudio de productos desinfectantes,
Eurofins Biolab propondra las concentraciones a ensayar para las
normas EN escogidas.

Si el promotor confirma la propuesta de Eurofins Biolab y el producto
no se revelara eficaz a las concentraciones recomendadas, se
realizara una repeticion del ensayo a otras 3 concentraciones
acordadas con el promotor. El coste de esta repeticion correra a cargo
de Eurofins Biolab que asume el riesgo de dicha repeticion.

En cuanto al tiempo de contacto, tanto el screening como los ensayos
segun las normas UNE-EN se realizaran al tiempo de contacto
obligatorio indicado en las normas UNE-EN, pudiendo realizarlos
también con otros tiempos adicionales.

Los resultados del screening se entregan en un certificado aparte del
informe del ensayo ENAC segun normas UNE-EN.

Las cepas que se utilizaran en el screening son:

- Para actividad bactericida:

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442
Enteroccocus hirae ATCC 10541
Escherichia coli ATCC 10536

- Para actividad levuricida y fungicida:
Candida albicans ATCC 10231 (levadura)
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 (moho)

- Para actividad frente a Legionella:
Legionella pneumophila ATCC 33152
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¢POR QUE REALIZAR UN ENSAYO DE SCREENING?

- Confirmar la eficacia de una formulacion biocida,
rapidamente y con bajo coste

- Ajustar la formulacion y/o los claims a la minima
concentracion biocida deseada

- Evitar repeticiones de un ensayo UNE-EN por resultados
inesperados. El laboratorio asume este riesgo.

- Obtener informacion acerca del espectro de eficacia del
formulado. Curvas de inactivacion para cada microorganismo.

ESTRATEGIA DE ENSAYOS

Screening Curvas de inactivacion
bactericida / levuricida / de cada microorganismo.
Legionella Concentraciones para
Método ATP ensayos EN.

Screening Resultados
fungicida (A.Brasiliensis) “Pasa/No pasa”
(EN 1650, EN 13624 o
EN 13697)

Ensayo norma UNE-EN
(EN 1276, EN 13727,
EN 1650, EN 13624,
EN13697, EN 13623)

Informe ENAC para
registro +
Certificados screening

Repeticion
a cargo del
laboratorio

2/2

Eurofins Biolab S.L.U.

Parc Cientific de Barcelona

C/Baldiri Reixac 4-6, 08028 Barcelona
www.eurofins.es



