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INTRODUCCION

“La historia de la infeccion hospitalaria (IH) esta insertada en la historia de la medicina que se
inicia, primeramente, en la lucha, tanto por la supervivencia, como por el intento de conocer un
mundo aparentemente gobernado por fuerzas ocultas. Durante muchos afios, la humanidad practico
una medicina preventiva arcaica, que intentaba agradar a los dioses con ritos y sacrificios. Asi, por
medio de la experimentacion y de la observacién de manera gradual, el conocimiento se fue
ampliando y acumulandose, particularmente en Grecia, India y China, donde la medicina se firmé
como ciencia” !

La ocurrencia de infecciones hospitalarias y de sus practicas de control,
mantiene una relacion intima con la propia historia de las concepciones dominantes del
proceso de salud y enfermedad en la sociedad occidental y de sus maneras de insercion
y de intervencidn en los hospitales.

La figura del hospital creada por la autoridad civil, nace aproximadamente en el
siglo XVIII, como una institucion encargada a la asistencia médica, por parte de un
equipo de salud bien organizado. Esto representd un enorme desafio, ya que la salud se
hizo més accesible a un nimero cada vez mayor de poblacion; sin embargo esta ventaja
trajo acompariada un inconveniente: las infecciones nosocomiales.

Se entiende como una infeccion nosocomial a la que se presenta en un paciente
internado en un hospital o en otro establecimiento de atencion de salud en quien la
infeccion no se habia manifestado ni estaba en periodo de incubacion en el momento de
ser internado. Comprende las infecciones contraidas en el hospital, que pueden
manifestarse durante la estadia asistencial o ambulatoria y las infecciones ocupacionales
del personal del establecimiento. 23456

Los procesos de limpieza, desinfeccion y esterilizacién estan intimamente
relacionados con los avances en el mundo hospitalario. A medida que la préctica
médica pasaba de la simple observacion y prescripcion de tratamientos farmacoldgicos
a la necesidad de realizar procedimientos quirdrgicos, las centrales de esterilizacion
fueron apareciendo silenciosamente, en el ambito hospitalario con el fin de suministrar
materiales estériles.

Algunos hechos puntuales en la historia de las ciencias médicas guardan gran
relacién con los procesos de esterilizacion. Multiples personalidades notables, a lo largo

de los afos, aportaron su observacion y conocimientos en esta problematica.
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El obstetra Hungaro Ignaz Semmelweis (1818-1865), logro, basado solo en la
observacion, disminuir las tasas de mortalidad en parturientas indicando que los
médicos debian lavarse las manos con agua con soluciones de cloro antes de atender a
estas mujeres. Gracias a esta practica disminuyé la tasa de mortalidad, de 14%
reportada en 1846, a una tasa de 1% en 1848.7-8

Posteriormente, la enfermera, escritora y estadistica britanica Florence
Nightingale (1820-1910), impuso su conviccion de que no bastaba la habilidad del
médico para salvar a los enfermos, sino que era necesaria la cooperacion activa e
inteligente de la enfermera. Se hizo célebre curando a los enfermos y a los heridos
durante la guerra de Crimea (1854-1856), en donde instaba a separar a los pacientes
heridos e infectados y al cuidado de las ropas y articulos de uso directo en los
pacientes.® 1011

Un contemporéneo, el fisico experimental Irlandés John Tyndall (1820-1893),
fue en 1853 nombrado profesor de filosofia natural en la Royal Institution de
Londres. Su aporte se ve reflejado en la invencion en 1887 un método de esterilizacion
que lleva su nombre, la “tindalizacion”, el cual consistia en someter a una sustancia a
un proceso seriado de elevacion y disminucion de la temperatura, de modo tal que en
cada una de esas etapas se eliminen paulatinamente las formas vegetativas y
de esporas presentes. 1213

Es por supuesto digno de destacar la labor del cirujano britanico Joseph Lister
(1827-1912), quien introdujo en 1867 el concepto de antisepsis o antisepsia. Lister fue
el cirujano que introdujo nuevos principios de limpieza que transformaron la practica
quirdrgica a finales de 1800. Recomendaba operar bajo el vaporizador de fenol, como
un agente desinfectante efectivo; luego experimenté con el lavado de manos y la
esterilizacion de instrumentos.# 1°

Otro aporte en ese mismo sentido lo constituyo el Quimico y Microbidlogo
francés Louis Pasteur (1822-1895), quien en 1871 obligo a los médicos de los
hospitales militares a poner los instrumentales utilizados en las cirugias inmersas en
agua en ebullicion un determinado tiempo. Pequefios actos fueron capaz de establecer
nociones basicas de esterilizacion y asepsia, aportando importantes contribuciones a la
prevencion de contaminacion e infecciones en las cirugias obstétricas.*®: 7

La presentacion del trabajo “Investigaciones sobre el origen y el desarrollo de

los organismos microscopicos” realizada en 1879 por el Microbidlogo franceés Charles
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Chamberland (1851- 1908), fue el puntapié inicial para concretar sus esfuerzos en la
fabricacion de un aparato de esterilizacion que lleva su nombre, autoclave de
Chamberland.*®

En 1884, el médico Cirujano aleman Gustav Adolf Neuber (1850-1932)
propuso por primera vez el uso de distintos quirdfanos para cirugia séptica y no séptica,
haciendo hincapié en la necesidad de una limpieza completa en todos los aspectos de la
cirugia. °

El cirujano alemén Ernst von Bergmann (1836-1907), fue un pionero en la
cirugia aséptica. Ademéas de sus contribuciones a la cirugia craneal, Bergmann se
caracteriza por la introduccion de la esterilizacion por vapor de instrumentos (1886), y
en 1891 se introdujo métodos de asepsia a la practica de la cirugia.?® 222

Mas cercano a nuestros dias, el medico americano Earle H. Spaulding Profesor
emérito de Microbiologia propuso, en 1939, un sistema de clasificacion de material
quirdrgico, para el rigor con que se debe desinfectar y/o esterilizar, en funcién al riesgo
de infeccion que podian provocar a los pacientes (critico, semicritico y no critico).? 24
25

Ya en la actualidad, un referente indiscutible en el area de esterilizacion es
William Rutala (1948), medico Americano, profesor de Medicina, Microbiologo,
Master en Salud Publica y experto en control de infecciones y esterilizacion. Sus
principales aportes se centran en la desinfeccion y esterilizacion de dispositivos médicos
y quirdrgicos reutilizables y en el control de infecciones intrahospitalarias. Sus obras
han sido publicadas por el CDC (Centro para el Control de Enfermedades de los Estados
Unidos) y otros renombrados organismos sanitarios internacionales.2®: 27 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41

Historicamente, el siglo XX se tornd el siglo dorado para la cirugia. Con la
evolucion quirdrgica, se sintié la necesidad de la existencia de las primeras Centrales de
Esterilizacion.

La aparicidn de factores como: infeccion hospitalaria; exposicion ocupacional a
las sustancias organicas; riesgo de transmision de enfermedades epidemiolégicamente
importantes (hepatitis B y C, SIDA, tuberculosis, entre otras); revolucion tecnoldgica
del instrumental de cirugia (entre ellos los articulos sensibles a las altas temperaturas),

determinaron la importancia de la creacién de este sector en el ambito hospitalario.
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Es en ese panorama desafiante, que surge la importancia de tener la seguridad de
trabajar utilizando materiales médicos y hospitalarios esterilizados. Para eso, es
imprescindible el alto nivel de conocimiento y la actualizacion de los profesionales que
se dedican a esterilizar los materiales que seran utilizados en las instituciones de salud.*

Como respuesta a estos cambios, la RepUblica Argentina encara a partir del afio
1992 el denominado “Programa Nacional de Garantia de Calidad de la Atencion
Medica, sustentando sus bases en los principios de mejora y adecuacion permanente de
las herramientas tendientes a garantizar la calidad, de los servicios de salud a traves de
las directrices de organizacion y funcionamiento.*?

La resolucion ministerial actualizada y vigente es la 102/2008, define a las
Centrales de Esterilizacion (CE); como la estructura organica y funcional destinada a la
recepcion, limpieza, acondicionamiento, esterilizacion y dispensacion de elementos
esteriles utilizados en el tratamiento de los pacientes internados y/o ambulatorios.

Estas politicas de calidad instauradas por el gobierno nacional y luego
trasladadas a los centros asistenciales pretenden instaurar procesos de mejoras continuas
en el area de la esterilizacion.

La utilizacion de indicadores biolégicos (IB) es una parte importante de los
programas de mejora de la calidad en las organizaciones sanitarias, que garantiza que
los productos médicos estén correctamente esterilizados y asegura asi un 6ptimo control
en las infecciones intrahospitalarias.

El uso sistemético de IB como parte de dichos programas, proporciona a la CE
una monitorizacion rapida, e indica que se obtuvieron las condiciones especificas del
ciclo, lo que permite la liberacién de los productos con un alto grado de seguridad.

Los IB suministran evidencia directa de que las condiciones en los procesos de
esterilizacion son capaces de eliminar las esporas. La evolucidn de estos, en los Gltimos
50 afios, nos permitié lograr lecturas rapidas de 4 horas, cuando antes se requerian 7
dias de incubacidn.

La técnica a partir de los cultivos de las tiras de papel inoculadas con esporas y
sus largos tiempos de incubacién ha sido reemplazada por los IB autocontenidos con
técnicas de lectura rapida.

El Hospital Cordoba, institucion publica que depende administrativa y
economicamente del Ministerio de Salud del Gobierno de la Provincia de Cérdoba, es

un establecimiento asistencial polivalente para pacientes adultos, de tercer nivel de
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atencion y referencia, es decir de maxima complejidad. Su perfil de atencidn es
quirargico, posee 160 camas para hospitalizacion de agudos, cuenta con el centro de
atencion a pacientes dializados y con el Instituto de quemados de la Provincia de
Cordoba.

La CE del Hospital Cordoba, esta bajo la Direccion Técnica de un profesional
Farmacéutico Especialista en Esterilizacion, cuenta con 21 agentes que pertenecen a la
Ley de Salud (7625) y administrativa (7233) de la Provincia de Cordoba distribuidos en

turnos de mafiana y tarde. La seccion estad conformada segun criticidad:

. Area no critica: recepcion

. Area semicrita: lavado — acondicionamiento — produccion — carga de material a
esterilizar

. Area critica: descarga de material estéril — incubacion de 1B — deposito y entrega

de material estéril.
. Areas anexas: depositos — office - vestuarios

Los materiales recibidos en esta CE provienen de las areas quirdrgicas y no
quirdrgicas. Solo los material proveniente de &reas no quirtrgicas, se reciben en
condiciones de prelavado realizando en la unidad el lavado de los mismos. Las areas
quirdrgicas ingresan el material solo para ser registrado, empaquetado, sellado y
esterilizado.

Para validar con restricciones y garantizar la eficacia en la asistencia del sector
y, asi reducir maximamente los riesgos en que los trabajadores y pacientes puedan estar
expuestos, es necesaria una monitorizacion frecuente en la aplicabilidad de los controles
fisicos, quimicos y bioldgicos.

La CE de la institucion terceriza para realizar el proceso de esterilizacion por
oxido de etileno, pero cuenta con IB autocontenidos de tercera generacion y
autolectoras que permiten la liberacion rapida del material procesado.

Por este motivo el desarrollo de este trabajo tiene como finalidad confirmar
ausencia y/o presencia de esporas vivas y tiempo de incubacion de los IB de tercera
generacion que reporten lecturas positivas a las 4 horas contra una lectura de 7 dias en
la CE del Hospital Cérdoba e incubacion microbioldgica realizada en el Departamento
de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de
Cordoba
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MARCO TEORICO

e Esterilizacion

La esterilizacion es definida como el proceso mediante el cual se destruyen
todos los microorganismos viables presentes en un objeto o superficie incluidas las
esporas bacterianas, expresa una condicion absoluta: un determinado objeto o superficie
esta estéril o no esta estéril. Sin embargo, la destruccion de los microorganismos sigue
una ley exponencial y, por tanto, siempre existe una probabilidad finita de que un

microorganismo pueda sobrevivir, a pesar del alcance del proceso aplicado.

Un producto se considera estéril cuando existe una probabilidad de uno entre un
millén de que contenga microorganismos viables. Es lo que se llama S.A.L. (Sterility
Assurance Level o Nivel Seguro de Esterilidad) y se expresa como 10®. Esto significa
que podremos encontrar un objeto no estéril de entre en millon de objetos sometidos a la
esterilizacion. Lo cual es préacticamente imposible de demostrar, por lo que
consideraremos en la practica, que un objeto esta estéril cuando ha sido sometido al
proceso de esterilizacion, y el responsable de la central de esterilizacidn ha calificado y

validado al mismo, de modo de garantizar la utilizacion del producto dispensado.

Un microorganismo se considera que estd muerto cuando es incapaz de
multiplicarse. La accion de agentes desinfectantes / esterilizantes estd dirigida a la
destruccidn de las estructuras involucradas en la proteccién de la célula o en el proceso
de crecimiento (pared o membranas celulares) y7o a la alteracién de su estructura
molecular -proteinas, enzimas y acidos nucléicos- para la inactivacion de los
componentes relacionados con la funcion vital mediante.

Los mecanismos de accion de los principales agentes esterilizantes son la muerte

por calor, por agentes quimicos y por radiacion.*® 44
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e Central de Esterilizacion

La CE es donde se realiza el proceso de produccion de material estéril para el
uso clinico o, lo que es lo mismo, recibe, acondiciona, procesa, controla, almacena y
distribuye textiles, equipamiento biomédico e instrumental a otros sectores y servicios
sanitarios, tanto hospitalarios como extrahospitalarios, con el fin de garantizar la
seguridad bioldgica de estos productos para ser utilizados con el paciente.

Los objetivos de la CE son: garantizar que el proceso de esterilizacion se realice
cumpliendo los requisitos de eficiencia, seguridad y calidad; estabilizar o mantener el
proceso de la esterilizacién bajo control, evitando que se produzca una variabilidad
excesiva; higienizar el instrumental; preservar el material, recibir, custodiar y entregar
el material; mantener y proteger los equipos de la central; proteccion de la salud y
seguridad del trabajador; eficiencia y proteccién ambiental.*®

Desde que existe una asociacion importante entre la utilizacion de determinados
utensilios hospitalarios y la aparicion de infecciones por sus usos, es necesario
establecer medidas eficaces de procesamientos de ellos, con el objetivo de minimizar el
riesgo de transmisién de infecciones hospitalarias. De acuerdo con el uso del material,
los mismos serdn sometidos al proceso de limpieza, desinfeccidn y/o esterilizacion para
obtener la seguridad de su utilizacion.

Considerando que el trabajo desarrollado en la CE es parte constitutiva para la
prevencion de las infecciones hospitalarias (IH), es de vital importancia asegurar la
responsabilidad en los procesos de esterilizacidon, pues su ausencia representa una
amenaza en la seguridad de los enfermos hospitalizados, no trasmite seguridad al
profesional que utiliza los materiales, eleva las tasas de morbilidad y mortalidad,
aumentando los costos de hospitales.*

La estandarizacion del procedimiento de esterilizacion requiere la descripcion de
las actividades y la documentacién de su objeto, alcance y ambito de aplicacion,
especificando: qué debe hacerse; quién debe hacerlo; cuando, donde y cémo debe
llevarse a cabo; qué materiales y equipos han de utilizarse, asi como los registros que
evidencien la realizacién de las actividades descritas.

La CE debe garantizar la trazabilidad del material e instrumental esteéril,
mediante el registro de actividades y parametros en la misma, etiquetado de los

productos.*
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Las areas de reprocesamiento de materiales en la CE deben de estar fisicamente
separadas Yy tener espacio adecuado para desempefiar las funciones. Estas se dividen en
limpias y sucias. En el area limpia esta la sala de preparacion, esterilizacion y
almacenamiento y en la sucia esta la sala de recepcion de materiales. En la sala de
recepcion de materiales es donde se limpia, descontamina y lava los materiales. La
estructura de una CE es primordial para un desempefio satisfactorio de las actividades
desarrolladas por los profesionales.

La CE es una unidad que esta articulada con, practicamente, todos los demas
sectores del hospital, pues ofrece productos médicos a los clientes periféricos, que
comprenden no solo el quir6fano, sino, también, las unidades de internacion,
consultorios externos, servicios de guardia, etc.

Por eso, cualquier fallo ocurrido en los procesos realizados en la CE, implica
posible compromiso en la esterilidad de los productos, posibilitando el aumento en el
riesgo de infecciones en el periodo que antecede una cirugia, en el periodo de la cirugia
propiamente dicha y en todos los procedimientos no quirdrgicos realizados en el cuerpo

del paciente, tales como: curas, punciones, entre otros.?

e Situacion en Argentina

En el mes de Marzo de 2008, el Ministerio de Salud de la Nacion, por medio de
la Resolucion N° 102/2008, aprueba las “Directrices de Organizacion y Funcionamiento
de Central de Esterilizaciébn y Procesamiento de Productos Médicos en los
establecimientos de salud publicos y privado” y las incorpora al Programa Nacional de
Garantia de Calidad de la Atencion Medica. La misma es homologada por la Provincia
de Cordoba y define a las Centrales de Esterilizacion como: “La estructura organica y
funcional destinada a la recepcion, limpieza, acondicionamiento, esterilizacion y
dispensacion de elementos estériles utilizados en el tratamiento de los pacientes

internados y/o ambulatorios”.33 46
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e Oxido de Etileno
e Caracteristicas y Propiedades

El oxido de etileno es un poderoso agente alquilante que destruye
microorganismos mediante una reaccion quimica, principalmente con el ADN celular.
El mecanismo destructivo sigue en gran medida una cinética de primer orden y depende
de la concentracion, la humedad y la temperatura.

El uso de OE para esterilizar dispositivos médicos en sus envases finales
impacta en gran medida el disefio de otras aplicaciones de los procesos de esterilizacion
con OE (y, en menor medida, toda la esterilizacién con gas).

Asimismo, el OE es explosivo en concentraciones de méas de 2.6 % por volumen
en el aire; por lo tanto, a menudo se usan gases inertes para minimizar la inflamabilidad.

La cepa de indicador bioldgico (IB) cominmente aceptada es Bacillus

atrophaeus (anteriormente B. subtilis var. niger). 4/

Figura 1. Estructura quimica espacial del 6xido de etileno.

Nombre IUPAC sistematico: Oxido de Etileno
Formula Empirica: C2HsO
H H
|
Formula Desarrollada: H-C-C-H
\/
o)
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Son sindnimos:

Dihidrooxireno
Oxido de dimetileno
1,2-Epoxietano
Epoxietano

Oxido de eteno

EtO
Oxaciclopropano
Oxano

Oxidoetano

vV V.V V V V V V V VY

Oxirano

Numero de CAS: 75-21-8

Densidad: 882,00 Kg/m?®

Masa molar: 44,05 g/mol

Punto de Fusion: -111 °C

Punto de Ebullicion: 10,4°C a 760 mm
Solubilidad en agua: Muy soluble

El OE es un éter ciclico altamente reactivo. En condiciones normales de presién
y temperatura, es un gas incoloro, con olor similar al éter, solo perceptible a
concentraciones a 700 ppm. Este compuesto es completamente soluble en agua y
miscible en casi todos los solventes organicos.

Es parcialmente adsorbido por sustancias sélidas, como ciertos tipos de gomas,
cueros y plasticos. En estado liquido a presion atmosférica normal y a 10.7 ° C se
transforma en gas.

Su peso especifico es mayor que el del aire, por lo cual tiende a estratificarse
cerca del piso, aumentando en esa zona su concentracion y por lo tanto su facilidad para
entrar en combustion. 4

En la actualidad la esterilizacion por dxido de etileno se realiza con la utilizacion
de camaras, que funcionan con un volumen fijo de dicho gas. ElI suministro de gas
puede ser en cartuchos o por cilindros de 40 Kg. o méas, mediante pulsos de gas. Estos

tipos de presentacion dependen de la cdmara de esterilizacion que se utilice. Ambos
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mecanismos de suministros de OE son aptos para la esterilizacion de Productos Médicos
(PM) termosencibles. Este sistema automatizado permite trabajar con la concentracion
de gas controlada. Especial cuidado se debe tener con la exposicion del operador al
abrir las valvulas y en el cambio de las garrafas.

Soélo se considera efectiva, si se utilizan equipos normalizados que garanticen las
variable para la esterilizacion tales como: temperatura, humedad, tiempo de exposicion,
y concentracion del agente, para lo cual deberan ser equipos automatizados.

Para esterilizacion se puede usar el compuesto puro o en mezclas con otros gases;
las més usadas son:

e OE puro 100%.

e OE en 10% y CO2 en un 90%, OE 12% y 88% de CO2, 20% de
OE y 80% de CO2, 30% de OE y 70% de CO2, 90% de OE y
10% de CO2.

e OE con Hidrogeno-carbono-Flior-Cloro  (HFCF)  en
concentraciones de 15%0E y 85%F C.

e OE con fredn (CFC) en concentraciones de 12%OE y 88% fredn.

En caso de utilizar OE puro la presién del ciclo va a ser subatmosférica, se requiere
instalacién antiexplosiva ademas de calibracion de valvulas y aparatos de control.

Las mezclas de OE con fluorocarbono y con fren ya no se utilizan méas segun lo
estipulado en el Protocolo de Montreal (1987). El protocolo establecié que se abandone
la produccion y uso de fredn por tener la caracteristica de destruir la capa de ozono.

En cuanto a la produccién de HidrogenoClorofluorcarbono (HCFC) fue garantizada
hasta el afio 2015, para dar tiempo a las industrias y centros de salud a cambiar sus
equipos.

La ventaja que poseen las mezclas de OE con otros gases es que reducen su riesgo
de explosién, pero a pesar de ello, la instalacion igualmente debe ser antiexplosiva.
Ademas reducen la polimerizacién que, en caso de producirse, es lenta.

Las mezclas de dioxido de carbono con OE se han visto reducidas por diversas
razones, requiere trabajar a muy altas presiones para obtener la concentracion adecuada
de OE en la camara y obliga a alargar la duracion de los ciclos de esterilizacion. La

posibilidad de trabajar a presiones menores reduce la concentracion del gas.

Pagina |16



Efectividad de Indicadores Bioldgicos de tercera generacion para procesos de 2015

esterilizacion por 6xido de etileno, en un hospital ptiiblico de maxima complejidad -
VOCOS, VB.

Ademaés hay que adecuar los esterilizadores para el uso de dicha mezcla, ya que las
condiciones de seguridad son mas estrictas debido a la alta presion que se ejerce en la
camara y al riesgo de que se genere alguna fuga. Otros inconvenientes que presenta esta
mezcla es la creacion de un ambiente acido dentro de la camara, la que favorece la
corrosion del instrumental metalico.

Se prohibe el uso de ampollas de vidrio como presentacion para el transporte del
oxido de etileno.®” Por todos estos motivos lo mas usado en el ambito hospitalario es el
OE puro. 4%

e Mecanismo de accion

El OE es muy soluble en sangre. Es rapidamente absorbido por via inhalatoria,
ya que es gas a temperatura ambiente, otra via de entrada mucho menos importante y no
cuantificable es la cutanea/mucosa cuando estd en estado liquido a temperatura de
+10°C. Se distribuye en el organismo con gran celeridad, siendo su vida media de 9-10
minutos y encontrandose las mayores concentraciones en higado, rifion y pulmon. Se
han identificado dos vias de metabolizacion, la hidrolisis a 1,2-etanodiol y la
conjugacion con glutation, siendo su excrecion principalmente por orina, en forma de
metabolitos no especificos

La accion especifica del 6xido de etileno sobre materiales bioldgicos se debe a
que es un agente alquilante particularmente activo (Fig.2). Esta accién se ejerce sobre
aquellas moléculas susceptibles de alquilacién, que son la mayoria de las moléculas
organicas (anillo de nitrégeno de las purinas y pirimidinas y con los grupos amino de
los aminoéacidos y de las proteinas). La alquilacion representa la sustitucion de un atomo
de hidrégeno por un radical hidroxietileno, modificando la estructura molecular de las
proteinas, DNA, RNA vy lipidos de los microorganismos, puesto que se bloguean puntos
moleculares criticos que incapacitan a las moléculas para intervenir en los procesos
metabolicos y reproductores, produciéndose la muerte de la célula de ahi su uso como
esterilizante/desinfectante. >

Estudios acerca de la resistencia de bacterias y esporas a la actividad bactericida
y esporicida del 6xido de etileno muestran que la espora de B.subtilis var. niger presenta
una resistencia mas alta la exposicion de éxido de etileno que las esporas de C.

sporogenes, B. stearothermophilus o B. Pumilus.
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Por lo tanto se puede concluir que: “si se logra inactivar la espora B. subtilis var.
niger en un proceso de esterilizacion, se inactivaran todas las demas”, por esta razon las
normas internacionales y USP recomiendan usar B. subtilis var. niger como indicador

biologico.

|
l:ﬂgf'l!'g =

(=1

==}

o — |

Coo

Célula viva ETO Célula muerta

Figura 2. Reaccion Quimica: Alquilacion

La concentracion minima del gas, recomendada por para la esterilizacién en un
periodo aceptable de tiempo, es de 450 mg/L, la humedad relativa es de 20 a 40% y la
temperatura, generalmente, esta entre 40 a 60°C, que puede, a veces, dafiar los articulos
muy sensibles al calor; en este caso, se puede utilizar una temperatura de 30 a 38°C,
siendo necesario un periodo de exposicion mas largo o una concentracion mas elevada.

El tiempo de exposicion, como se puede ver, esta relacionado con los pardmetros
adoptados de concentracion, humedad relativa y temperatura °2

Es imprescindible la aireacion del material. Esta fase consiste en quitar por
completo el 6xido de etileno absorbido por los materiales sometidos a la esterilizacion y
segun (Brasil, 1985); debe obedecer a las siguientes secuencias:

e Aireacion mecéanica o forzada: ocurre dentro de la camara de aireacion, después
de terminado el ciclo de esterilizacion, con cambios de aire durante 5 horas;

e Aireacion ambiental: area cerrada, con sistema de ventilacion y agotamiento,
exigida por la Portaria Interministerial n°4, durante 12 horas a 25°C de
temperatura.

Recomienda como opciones de tiempo de aireacion para articulos procesados

por oxido de etileno:
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e 7 dias a 20°C en aire ambiental; o aireacion forzada en camara durante 12 horas
a49-50°C u 8 horas a 60-62°C.

e Resistencia microbiana

Numerosos factores como pH, temperatura, humedad, caracteristicas de

crecimiento, presencia de materia orgénica influyen en la susceptibilidad de los distintos

microorganismos a los procesos de inactivacion.

Aunque, el factor mas importantes a tener en cuenta es la resistencia innata que

poseen los microorganismos frente a el proceso de esterilizacion, cuya naturaleza en la

mayoria de los casos reside en la diferente composicion de la pared celular que regula la

penetrabilidad del agente esterilizante (Fig. 3).

ESTERILIZACION > PRIONES
ESPORAS BACTERIANAS
Geobacillus Stearothermophilus
DESINFECCION DE ALTO NIVEL = Bacillus atrophaeus, subtillis
Clostridium esporogenes
PARASITOS EN FORMA DE QUISTE
DESINFECCION DE NIVEL MEDIO ==y Cryptosporidum oocysts
MYCOBACTERIAS
Mycobacterium tuberculosis var . Mycobaceriu Bovis
Micobacterias no tuberculosas.
VIRUS PEQUENOS O NO LIPIDICOS
Polivirus — Coxsackie virus- Rhinovirus
HONGOS
DESINFECCION DE BAJO MEDIO = Trychophytum spp. Cryptococcus spp. Candida spp.
PARASITOS
BACTERIAS VEGETATIVAS
Pseudomonas aeuraginosas. Staphylococcus aureus.
Salmonella choleraesuis.
VIRUS MEDIANOS Y LIPIDICOS
Virus Herpes Simplex. Cytomegalovirus. Virus
Sincivial respiratorio.Virus hepatitis B, C. Virus HIV.

Figura 3. Resistencia Microbiana. Mod. ANSI/AAMI ST85:2005
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Hasta principios de los noventa, las esporas bacterianas eran las formas de vida
mas resistentes a la esterilizacion que se conocian.

Actualmente los priones, parecen ser las formas mas resistentes a estos procesos,
los mismos son agentes infecciosos causantes de patologias neurodegenerativas
transmisibles.

Los conocimientos sobre la estructura y composicién de estos agentes estan
siendo estudiadas, actualmente se plantearon varias teorias, por lo que resulta dificil
establecer si el mecanismo de resistencia es intrinseco o se debe a otro factor.

Hasta el momento no existe ningun consenso internacional respecto a este
hecho, y no se dispone de un método que asegure la eliminacion de estas particulas
infectivas.

Lo que si hay es un procedimiento muy utilizado de descontaminacion de
instrumental utilizando hidréxido de sodio (NaOH) en una concentracion 1M durante 1
hora.

Entonces se toma como referencia las esporas bacterianas que son los
microorganismos mas resistentes que conocemos y su completa destruccién asegura la
muerte de los demas microorganismos viables.

Ademas por esta razon, estos microorganismos son los utilizados como controles
bioldgicos.

El 6xido de etileno no es eficaz contra los priones pero si con todas los demas

microorganismos citados en el gréafico. 53 5455

e Descripcion del proceso propiamente dicho

Se somete a los microorganismos a la accién quimica del 6xido de etileno,
proceso de esterilizacion a baja temperatura (45-60°C).

El proceso con Oéxido de etileno comun sigue una secuencia de pre
humidificacidn, eliminacion del aire, re humidificacién en la cdmara, exposicion al gas,
eliminacion del gas de la camara y aeracion posterior a la exposicion (Fig. 4).

Las etapas previas a la exposicion aseguran la presencia de la humedad adecuada
sobre y dentro de los articulos que se estan esterilizando.

Las etapas posteriores a la exposicidn proveen tiempo para la difusion del éxido

de etileno y sus subproductos fuera de los materiales y del envase.
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Durante la esterilizacion con 6xido de etileno, el gas es introducido al inicio, y
solo se necesitan adiciones minimas posteriores para mantener la presién a medida que
el gas se absorbe dentro del contenedor. A veces, puede ser necesario ajustar la
humedad durante el proceso.

El OE suele reaccionar con materiales en la carga para formar etilenclorhidrina y
etilenglicol. Estos compuestos, incluyendo el oxido de etileno, se deben reducir a
niveles seguros antes de que los articulos puedan ser usados por pacientes.

El procesamiento con OE requiere de una estricta seguridad del trabajador asi

como estrictos controles ambientales debido a que se relaciona con carcinogenicidad,
mutagenicidad y neurotoxicidad.*®

Foto 1. Equipos de 6xido de etileno.

“Wacio Inicial
Humectaciaon y Acondicionamisnto
SGasificacion
Tiempo de Exposicidn
|: Reposicidn de gas
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Figura 4. Grafico ciclo de esterilizacion por 6xido de etileno.
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Las etapas del proceso propiamente dicho son:

Pre humidificacién

La nivelacion y homogeneizacion de la humedad en los productos fuera de la
camara y previo a la esterilizacion, con especial atencion en zonas de climas frios
y/calurosos secos.

La pre humidificacion se lleva a cabo en camaras, cabinas o habitaciones de pre
acondicionamiento. Estos son recintos con humedad y temperatura controlada.

Para humidificar la carga se usa una humedad relativa igual o superior al 30%.

Se logra la temperatura preseleccionada por inyeccion forzada de aire
precalentado por intercambiadores de calor o por resistencias eléctricas.

La etapa de pre humidificacion puede omitirse en esterilizadores de pequefio
volumen, utilizados en el &ambito hospitalario, realizando directamente el
acondicionamiento en la misma camara del esterilizador, aunque en estos casos la

duracion del ciclo de esterilizacion se prolongaria

Programacién

Encendemos el esterilizador e ingresamos los pardmetros a controlar
(temperatura, tiempo, etc.) necesarios para el desarrollo del ciclo.

Luego se debe controlar el contenido de los cilindros del esterilizador, o colocar
la ampolla mono dosis, correspondiente previo al comienzo del ciclo. La carga total no

debe superar el 75% del volumen de la camara.

Precalentamiento y Eliminacién del aire

Por radiacion o conveccion se logra homogeneizar la temperatura en la cAmara y
permitir asi la penetracion de calor en el interior de los productos. Esta es una etapa
clave y normalmente muy lenta.

Una vez precalentada la carga se extrae el mayor volumen posible de aire de la
camara de esterilizacion mediante una bomba de vacio o por la accién de un tubo
Venturi.

El volumen y la velocidad de extraccion del aire deben tener en cuenta el

volumen de la camara, la naturaleza y la confeccion de los empaques. Lo 6ptimo es
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lograr la remocion completa del aire para asegurar un maximo contacto del material a

esterilizar con el agente esterilizante.

Acondicionamiento

Se refiere a la homogeneizacion de la temperatura y de la humedad en la carga,
previa evacuacion del aire. La evacuacion preliminar del aire ocasiona una répida
disminucion de humedad en la carga, debiendo recuperarse la misma.

Un pre calentamiento insuficiente se traduce en una temperatura insuficiente de
la carga a lo estipulado, ocasionando entonces que la humedad relativa, variable
dependiente de la temperatura, llegue a valores méas elevados y desaconsejado por el
fabricante. Motivos que causan valores de humedad altos en la camara y en los
productos, responsables de la formacion de altas concentraciones de etilenglicol en
productos esterilizados por 6xido de etileno.

Es importante el control de la humedad para el proceso, tanto del exceso o en el
defecto.

De este modo el vapor puede circular y homogeneizar la humedad en toda la
camara y por lo tanto en la carga.

Los sensores para monitorear la humedad en las camaras de 6xido de etileno se
descalibran con facilidad y pueden no ser confiables sin un control y calibracién

frecuente.

Inyeccidn del gas esterilizante

Si se utiliza 6xido de etileno puro se trabaja con presion negativa dentro de la
camara de exposicion. El 6xido de etileno puro puede ser provisto en cartuchos de dosis
Unica, conteniendo pequefias cantidades conforme al volumen de la camara.

Estos cartuchos se perforan una vez que se ha obtenido la temperatura, humedad
deseada y se ha producido el vacio de la camara.

Si se utiliza 6xido de etileno diluido con otro gas, para lograr la concentracion
adecuada es necesario inyectar una mayor cantidad de gas mezcla, por lo que se trabaja

con presion positiva dentro de la camara.
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Exposicion al agente esterilizante

Una vez estabilizadas las condiciones en la camara (temperatura, humedad y
vacio) se comienza a descontar el tiempo de exposicion prefijado por el operador. Este

tiempo comienza con la difusion del gas esterilizante en el interior de la camara.

Temperatura 45°C - 60°C
Humedad 30% - 55%
Concentracion 350 — 500 mg/I
Tiempo Variable

En nuestro pais circulan distintos valores respecto a los parametros criticos del
ciclo. Si la concentracion de oxido de etileno es cercana a los 400 mg/l y si se cumplen
los parametros de temperatura y humedad, el tiempo estimado es entre 2 y 4 horas.

Para concentraciones inferiores se deberan tener en cuenta las instrucciones del
fabricante y realizar la evaluacion mediante la validacion de los procesos en cada
ambito de trabajo. Los valores a tener en cuenta deben ser una conjugacion de los
parametros antes mencionados y deben prefijarse mediante una validacién previa.

Legado el tiempo de exposicion requerido, se libera el agente esterilizante de la
camara de exposicion y de la carga. Esto no implica necesariamente que se lo elimine

totalmente de los productos individuales.

Evacuacion del gas

La liberacion del agente esterilizante de la camara o de la carga se favorece
mediante el pasaje continuo de aire filtrado o gas inerte segun el sistema del equipo que
se opere.

En la esterilizacion industrial los gases contenidos en la cdmara son bombeados
al exterior por medio de una bomba de anillo de agua, cuya boca de salida debe estar
conectada a un tanque convertidor que transforma el éxido de etileno en etilenglicol
(hidrolisis acida); este paso es obligatorio para ser finalmente conducido al exterior por
medio de cafierias hermeticas.

En la industria se complementa la eliminacion ingresando y evacuando
alternadamente  nitrogeno, denominandose este procedimiento ventilaciéon o

desgasificacion.
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Este procedimiento se debe realizar 20 veces como minimo, para asi poder
extraer el mayor volumen de gas esterilizante residual tanto de la camara como de los
materiales mas porosos que hayamos colocado en la carga.

El mayor beneficio lo recibira el operador cuando tenga que manipular el material
ya procesado. Otra alternativa, consiste en realizar un sistema de barrido con la camara
en ligera depresion, efectuandose una salida de oxido al exterior a los cuatro vientos
desde el sistema de vacio a 7,60 metros por encima del nivel de edificacion.

Esta ultima es la méas préctica para la esterilizacion hospitalaria, usando equipos
pequefios. Cabe aclarar que el material, cuando se descarga de la camara, no se

encuentra, todavia, en condiciones de ser entregado para su uso.

Aireacion forzada

Durante esta etapa del proceso de esterilizacion, el agente esterilizante y/o sus
productos de reaccion son eliminados del producto hasta alcanzar niveles seguros.

Se puede efectuar dentro de la propia camara de esterilizacion y/o en una camara
separada (llamada también aireador).

El aireador consiste en una camara de control de temperatura en la que 100% de
aire exterior prefiltrado es forzado a circular a través de los productos, para ser
finalmente eliminado por venteo al exterior a 7,60 metros por encima del nivel de
edificacion, sin existir recirculacion del aire.

Los esterilizadores-aireadores duales no tienen la necesidad de transportar los
materiales esterilizados, evitando asi el riesgo de exposicidn durante la transferencia.

En caso de que el esterilizador no este equipado con ventilacion o
desgasificacion debe hacerse el traslado tan répido como sea posible. Para impedir
dafar articulos sensibles al calor, las temperaturas de aireacion no deben superar la de
esterilizacion.

Es responsabilidad del fabricante de los productos indicar los tiempos y
temperaturas de ventilacion para los mismos.

El tiempo de aireacion a adoptar dependera de la composicién, forma, densidad
y masa de los articulos, del envoltorio utilizado, de la forma en que se ha distribuido la
carga, de las condiciones de esterilizacidn utilizadas y del uso que tendré el dispositivo

0 material que se esteriliza.
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Los materiales de vidrio o metal no absorben 6xido de etileno y por lo tanto no
requieren un periodo adicional de aireacion o ventilacion.

De no disponer de aireador, la ventilacion o desgasificacion en el ciclo de
esterilizacion deberd prolongarse hasta que el nivel de residuales en los productos se
encuentre por debajo de los limites permitidos.

En nuestro pais, de acuerdo a las normas internacionales se acepta un contenido
residual de 6xido de etileno de hasta 5ppm. Este limite concuerda con las exigencias
adoptadas en la mayoria de los paises en la actualidad.

En Estados Unidos, la Food and Drug Administration (FDA)
http://www.fda.gov/ es el organismo responsable de regular los niveles residuales de
oxido de etileno en los articulos que se ponen en contacto con los pacientes. En estos
dos casos, el criterio para fijar los niveles maximos permitidos se basa en medir la
concentracion del contaminante en el producto médico. (ppm de contaminante, criterio
de concentracion)

Sin embargo, la norma de consenso universal (ISO 10993, parte 7:2008)
establece actualmente como criterio para la regulacion de contaminantes el de dosis
maxima liberada al paciente, de acuerdo a la clasificacion previa del producto medico
por su criticidad y por el tiempo de contacto con el paciente: el mismo puede ser de
contacto temporario, prolongado o permanente. Cabe destacar que el etilenglicol ya no
se contempla en esta norma como residuo valorable, aduciendo la baja probabilidad que

se encuentren valores biol6gicamente significativos en los productos. %

e Controles de proceso

Control Visual

Incluye como primera accién revisar el material a ser esterilizado. Esta primera
revision ocular sobre el material busca verificar que el proceso de lavado ha sido
correctamente desarrollado y que no quedan restos de materia organica incrustada en el
mismao.

De igual modo, un correcto enjuague con agua destilada asegura la eliminacion de
restos inorganicos.

Asi también debe verificarse un correcto secado, pues los restos de agua, generan

manchas en el material y en contacto con el 6xido de etileno genera compuestos toxicos.
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Otro aspecto a ser tenido en cuenta es la integridad del material, es decir verificar
que no se encuentre roto, deteriorado en exceso o con agregado de partes que no

corresponden.

Controles Fisicos

Son aquellos registrados por los instrumentos que se encuentran acoplados al
aparato de esterilizacion, que nos afirman mediante una observacion visual directa las

condiciones fisicas del proceso.

Para el caso del OE se deben verificar:
= Vacio Previo (mm Hg)
= Hermeticidad (mm Hg)
* Humedad en el acondicionamiento
= Temperatura en el acondicionamiento
» Temperatura de Esterilizacion (°C)
= Cambio de Presion debido a la admision del gas esterilizante
= Tiempo de Esterilizacion

= Tiempo de descarga y desgasificacidn/aireacion

Deben ser registrados, se deben graficar curvas del proceso que nos proveen la
informacion de lo que esta ocurriendo dentro de la cdmara. Es importante tener en
cuenta que estos instrumentos de medicién pueden descalibrarse e informar
erroneamente los parametros antes establecidos. Solo nos informan las condiciones
generales dentro de la camara.

Permiten detectar de forma precoz un mal funcionamiento del esterilizador. En caso
de detectarse alguna anomalia la carga no puede ser considerada estéril, y el equipo
deberé ser revisado por el servicio de mantenimiento para que se corrija la averia, y se

identifique la causa de la misma.

Controles Quimicos

Son sustancias que ante la presencia de agente esterilizante sufren cambio en su

apariencia, la cual debe ser apreciable, como por ejemplo una variaciéon de color. Son
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usados para monitorear uno o varios pardmetros del proceso y la presencia del agente

esterilizante.

> Indicadores quimicos externos

Nos indican que los materiales han sido sometidos a las condiciones fisicas
existentes en el esterilizador, y sirven exclusivamente para diferenciar articulos
procesados de articulos no procesados. No sirven, por lo tanto, para confirmar si
se han alcanzado los pardmetros necesarios para la esterilizacion.

Habitualmente se presentan como tiras de cinta adhesiva, 0 como tinta impresa
en los materiales de envoltura. Se utilizaran en todos los paquetes a esterilizar.
Deben ser comprobados al final del proceso de esterilizacion, y también antes de

la utilizacion del material.

> Indicadores quimicos internos

Sirven para indicarnos si en el interior de los envases/paquetes se han alcanzado
alguna o todas las condiciones necesarias para llevar a cabo un proceso de
esterilizacion correcto.

Existen diferentes tipos de indicadores (desde un punto de vista tanto cualitativo
como cuantitativo) que detectan distintos parametros de la esterilizacion. A si
podemos encontrar desde indicadores que monitorizan uno solo de los
parametros de los ciclos de esterilizacion, hasta aquellos que integran, en un solo
indicador, los diferentes parametros que determinan la correcta realizacion de

un ciclo de esterilizacion.

La norma internacional 1SO 11140-1 los clasifica en:
Clase 1 Indicadores del Proceso.
Clase 2 Indicadores para uso en pruebas especificas.
Clase 3 Indicadores de parametro Gnico.
Clase 4 Indicadores de parametros maltiples.
Clase 5 Indicadores Integradores.

Clase 6 Indicadores Emuladores.
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Control Ambiental

La Administracion de Salud y Seguridad Ocupacional (OSHA) ha
establecido un limite de 1ppm en una jornada de trabajo de 8 horas, 40 horas semanales,
y un limite de exposicion corta (hasta 15 minutos) de 5 ppm.

El Instituto Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH)
recomienda que el aire en el sitio trabajo contenga menos de 0.1 ppm de éxido
de etileno como promedio, en una semana laboral de 40 horas, y 10 horas
diarias. °8->°

El OE es un gas toxico, por este motivo se debe evitar al maximo la
exposicion de los pacientes y trabajadores de la salud al mismo. La concentracién
maxima de este gas en ambiente laboral esta regulada.

La legislacion argentina, mediante la Resolucion n® 102/08 del Ministerio
de Trabajo, Empleo y Seguridad Social (ley N°19587), establece como concentracién
méaxima permisible (CMP) en ambientes laborales 1 ppm (para 8 hs. de trabajo).

Ademads, se encuentra listado como agente asociados a enfermedades
profesionales en el Decreto 658/96 de la Ley N° 24557/96 y en la resolucién 415/2002
de la Superintendencia de Riesgos del Trabajo, Anexo 1, Listado de Agentes, Mezclas y
Circunstancias de exposicion, el 6xido de etileno figura como “cancerigeno para los
humanos (IARC-Grupo ).

La legislacion internacional a traves de las Reglamentaciones OSHA 06/04/88
Federal Register, establece el nivel maximo de exposicion para 8 horas, PEL, 1ppm. El
nivel maximo de exposicion para cortos periodos del tiempo, STEL, 5 ppm y un nivel
de accién de 0,5 ppm, concentracién en el ambiente tal que una vez detectada hay que
comenzar a tomar acciones en el ambiente laboral.

El National Toxicology Program de EE.UU en su 9th Report on Carcinogens-
Top Nominations for Review in 1998, propone al OE como carcindgeno reconocido
para humanos, basado en listado del IARC (Vol. 60, 1994).

Las mayores fuentes de contaminacion del ambiente laboral se dan:
= Durante el ciclo de esterilizacion: al final del ciclo, en el momento de apertura
de puerta, en la descarga y en las pérdidas que pueden ocurrir en las juntas del

equipo y mangueras.
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= En lasala de venteo donde el material es almacenado con ventilacion forzada de
tal manera que libere los residuos de 6xido de etileno que quedaron adsorbidos.

= En las fuentes de gas como son cilindros y envases de 6xido de etileno,
generalmente a presion, y las conexiones por donde circula el gas desde el

envase al esterilizador.®°

Controles Bioldgicos

En la actualidad los controles bioldgicos cualitativos y cuantitativos constituyen
un medio disponible para verificar la esterilizacion de un producto o para determinar la
efectividad del proceso de esterilizacion. Ellos confirman la presencia o ausencia de
microorganismos viables después del proceso de esterilizacion. Ademas, se presentan
como una alternativa para la verificacion de la letalidad de los tratamientos térmicos
determinados por métodos matematicos.

Los 1B, empezaron a desarrollarse desde la década de los 60 del siglo XX, y han
sido clasificadas de acuerdo al orden de crecimiento, velocidad y rapidez de aparicién
de resultados. Son preparados que contienen esporas de G. stearothermophilus 6
B.subtilis. EI G. stearothermophilus conocido también como B.stearothermophilus
ATCC 7953, es un microorganismo aerobio facultativo, terméfilo.

Los IB se usan para verificar la eficiencia de un proceso de esterilizacion y estan
disefiados para confirmar la presencia o ausencia de microorganismos viables después
del proceso de esterilizacion. El indicador contiene esporas que son las mas resistentes
al método de esterilizacion empleado.

Los IB son monitores ideales del proceso de la esterilizacién, porque a diferencia
de los indicadores quimicos, ellos miden el proceso de la esterilizacion directamente
usando las esporas.

La Asociacion para el Avance de la Instrumentacion Medica (AAMI) define a
los IB como un “dispositivo de monitoreo en el proceso de esterilizacion que consiste en
una poblacion viable y estandarizada de microorganismos (generalmente esporas
bacterianas) conocidos por su resistencia al modo de esterilizacion que se esta
monitoreando. Los IB tienen como fin demostrar si las condiciones fueron las

adecuadas para lograr la esterilizacion”.
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Las caracteristicas de desempefio de un IB estan definidas en los estandares de la
AAMI. El desempefio de un IB se basa en la poblacion de esporas, el valor D y los
valores de supervivencia/muerte. &

Organismo: B.atrophaeus ATCC9372

Poblacion (mediof/tira): 3,9 x 10° UFC.

Informacion para probar la resistencia:
e Prueba del Valor D (54°C): 3,4 minutos
e Tiempo de supervivencia (54°C): 15,99 minutos.
e Tiempo de Eliminacién (54°C): 36,99 minutos

Para cumplir los estandares de la AAMI y sea un desafio apropiado para los
procesos de esterilizacion, la poblacion de las esporas no puede ser menor de 1 x 10°
CFU para los procesos de esterilizacion con 6xido de etileno. Los IB con un nimero de
esporas menores a estos no estan considerados como un desafio adecuado.

Se define el valor D como el valor de reduccion decimal. Este valor indica la
resistencia la resistencia del IB. El valor D es el tiempo de exposicidn requerido para
asegurar la aniquilacion del 90% de la poblacion de los organismos de prueba bajo
condiciones establecidas.

Esto quiere decir que si el valor D (54°C) es de 3,4 minutos para OE, significa
que el 90% de la poblacion de esporas se aniquila en el primer lapso de 3,4 minutos en
un ciclo a 54°C. Durante el siguiente lapso de 3,4 minutos, se aniquilara el 90% de la
poblacién de esporas restante. Por medio de esta informacién se puede inferir que no
todas las esporas se matan al mismo tiempo.

Existe un periodo de transicion entre todas las esporas que sobreviven y todas las
esporas aniquiladas. Este periodo de transicion, durante el cual se obtienen algunos 1B
positivos y otros negativos, se define como ciclo en condiciones marginales de
esterilizacion.

Los valores de supervivencia/muerte también definen el desempefio de un IB.
Esto también se relaciona con la resistencia del 1B. El tiempo de supervivencia es el
periodo en el cual todas las esporas en el IB permanecen vivas. El tiempo de muerte es
el periodo en el cual se aniquilan todas las esporas en el IB.

El valor de supervivencia y muerte se puede determinar en un resisto metro de

ensayo, o puede calcularse a partir del conteo de esporas y del valor D.
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Se debe incluir la informacién de eficacia del 1B en cada paquete del producto,
generalmente en un Certificado de Analisis.

Esta informacién también deberd incluir una declaracién de que el producto
redne los estandares ANSI/AAMI.

Una revision historica

En los afios 50, las instituciones para el cuidado de la salud comenzaron a
utilizar 1B, que consistian en una tira de esporas dentro de un sobre traslucido. La
prueba de la tira IB dentro del sobre (junto con la tira IB de control positivo en un sobre
separado), se enviaba al laboratorio microbioldgico para ser transferida a un tubo de
ensayo que contenia el medio de contraste, y era incubado. Era muy comdn que
existiera contaminacion durante la transferencia de las tiras de esporas. ElI medio de
contraste que se tornaba difuso, al indicar el crecimiento de las esporas, requeria una
coloracion de gran para una mayor identificacion antes de poder brindar un resultado.
No se disponia de resultados negativos en el lapso de una semana 0 mas.

Las mayores desventajas de las tiras de esporas eran la contaminacion frecuente
y los largos periodos de cultivo.

A los fines de los afios “60 se concibio el concepto del IB autocontenido, que se
convirtié en el IB por eleccidn en los 70 cuando 3M el desarrollo y los introdujo al
mercado.

Los IB auto contenidos poseen 3 ventajas importantes:

1. Eliminaron la necesidad de una transferencia en forma aséptica de la tira de
esporas a un medio de crecimiento liquido, al combinar la tira de esporas y una
ampolla de vidrio comprimible en el mismo contenedor. Esto cubrié el problema
comun de contaminacion de las tiras de esporas.

2. En lugar de observar un medio borroso como indicador del crecimiento
microbioldgico, se utilizé la adicion de un colorante de pH que se tronaba
amarillo cuando el crecimiento de microorganismo producia subproductos
acidicos, para detectar asi los positivos.

Esto simplifico en gran medida la interpretacion de los resultados y puso las

pruebas de IB en manos de los responsables de las CE, mas que de los

laboratorios de microbiologia.

Pagina |32



Efectividad de Indicadores Bioldgicos de tercera generacion para procesos de 2015
esterilizacion por 6xido de etileno, en un hospital ptiiblico de maxima complejidad -
VOCOS, VB.

3. Periodos de lectura mas réapidos. Al refinarse el desarrollo de la recuperacion de
los medios de crecimiento, se alcanzaron tiempos de incubacion mas cortos.

Estas ventajas trajeron aparejada la eliminacion de las tiras de esporas que

requieren transferencia aséptica al medio de incubacion donde sea posible.

Todas estas circunstancias, ademéas de los ahorros de trabajo y tiempo, dieron

como resultado el uso masivo de los IB auto contenidos

La verificacion de la eficacia del proceso de esterilizacidn en un periodo corto de
tiempo, se tornaba cada vez més urgente, debido a las exigencias del volumen en la CE,
la complejidad en los dispositivos médicos que se estaban introduciendo y la necesidad
de ahorrar tiempo y controlar los costos. Estas demandas condujeron entonces al
desarrollo de los IB de lectura rapida.

Los IB de lectura rapida (IB de lectura rapida con base enzimatica) son idénticos
a los IB auto contenidos originales, con una excepcion importante: se ha removido la
glucosa en el medio y se ha reemplazado por un glucésido similar con un colorante
indicador fluorescente. Las esporas que no se han destruido mediante el proceso de
esterilizacion y que permanecen activas biolégicamente se mostraran en un lapso mucho
menor, porque, tan pronto se descomponga el glucésido, el colorante fluorescente sera
detectable en cantidades susceptibles de ser rastreadas.

Las esporas no necesitan multiplicarse para liberar la coloracion proveniente del
sustrato glucosido.

Un proceso de esterilizacién adecuado bastara para destruir los componentes
celulares necesarios como para que los microorganismos no puedan crecer mas.

Seguido al proceso de esterilizacion, ya no se puede detectar (ni estan presentes)
la actividad enzimatica ni las células que puedan crecer o multiplicarse.

El auto-lector detecta la presencia de la enzima de ocurrencia natural, que es un
componente intrinseco de la espora, al leer un producto fluorescente que se produce
cuando esta enzima convierte el sustrato no fluorescente en el frasco de la media.

La fluorescencia indica la presencia de una enzima activa y el fracaso en el
proceso de esterilizacion. La no fluorescencia indica la inactivacion de la enzima y un
proceso de esterilizacion efectivo.

Se puede detectar una falla en el proceso de esterilizacion en tan solo pocos
minutos en lugar de dias. Solo lleva 1 o 3 horas obtener un resultado final negativo, pero

es mucho mejor que otro a 7 dias.
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Obtener resultados con un tiempo de incubacion minimo permite que las fallas
en el proceso de esterilizacion sean identificadas mucho mas rapido, que los
instrumentos sean entregados mas velozmente, que los costos asociados con el
inventario y las devoluciones sean reducidos y que los resultados de los pacientes sean
mejores.

Las tiras de esporas y los IB auto contenidos de lectura rapida contienen esporas
que miden directamente la letalidad combinada de una variedad infinita de condiciones

de procesamiento.

Medio de cultivo

Material poroso

Tapa

Vial con tira indicador -
Quimico clase I. Tira de esporas

Foto 2. Componentes de un IB de lectura Rapida para procesos de 6xido de etileno.

Foto 3. Auto lectora rapida Foto 4. Indicadores Bioldgicos
para procesos de 6xido de rapidos para 6xido de etileno.
etileno. Auto Reader 3M. 3M

Clasificacion de Controles Bioldgicos
Durante los pasados 40 afios, los indicadores bioldgicos se han desarrollado a lo largo
de tres generaciones. Segun lo sefialado por Rutala, los IB han sido clasificados en
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primera, segunda y tercera generacion, de acuerdo al orden de crecimiento, velocidad y

rapidez de aparicion de resultados.
 Primera generacion: antes de 1970, las tiras de papel inoculadas con esporas
de B.stearothermophilus y B.subtilis se colocaban en sobres, y una vez
terminada la esterilizacion, se pasaban, de forma aséptica, a un caldo
bacterioldgico en el laboratorio, y se incubaban durante siete dias antes de la
lectura. Se comprobaba el fallo de la esterilizacion, observando visualmente la
turbidez producida por el crecimiento del microorganismo en el caldo. Las
desventajas de este sistema incluian, la necesidad de un largo tiempo de
incubacion y la necesidad de transferir —de forma mecéanica- las tiras de esporas

al caldo de cultivo, lo que podia ocasionar una posible contaminacion.

« Segunda generacién: En los afios 70, se introdujo los indicadores biol6gicos
en sistemas independientes, en los que la tira de esporas y el medio, se
encontraban dentro de un vial individual de plastico. Después de la
esterilizacion, se rompia el vial interior de vidrio, permitiendo que el medio
entrara en contacto con la tira de esporas. Ademas se incluye un indicador de pH
(parpura de bromocresol), que cambia de color al ser expuesto a los derivados
acidos originados en el crecimiento de los organismos. Las ventajas de estos
indicadores incluyen una mejor lectura, la reduccion del tiempo de incubacién a
24/48 horas, y la posibilidad de llevar a cabo la incubacion en la central de

esterilizacion.

« Tercera generacion: Hace pocos afios se introdujeron los indicadores
biol6gicos de Lectura Répida Attest para el control de la esterilizacion por
“flash”, vapor y oxido de etileno. Este indicador detecta la presencia de una
enzima, a-D-glucosidasa, asociada a las esporas, y proporciona una lectura
fluorescente que permite realizar una valoracién sobre la efectividad de la
esterilizacion al cabo de 1 hora (esterilizacion flash), 3 horas (esterilizacion por
vapor) y 4 horas (esterilizacion por 6xido de etileno). La lectura se realiza en la
incubadora rapida y la fluorescencia indica la presencia de la enzima (falla en el
proceso de esterilizacion evidenciada por una luz roja de la incubadora de lectura

rapida) y la no fluorescencia indica la inactivacion de la enzima (proceso de
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esterilizacion adecuado evidenciado por una luz verde en la incubadora). No es
necesario ningun periodo de incubacidn posterior. Ademas ofrecen la posibilidad
de una deteccion temprana de cualquier mal funcionamiento del equipo, valida
las reparaciones rapidamente, y vuelve a poner el esterilizador en servicio (Foto
4).

Composicidon de los Indicadores Bioldgicos (1B)
Los organismos bioldgicos utilizados para procesos de esterilizacion por Vapor
y Oxido de Etileno son el G.stearothermophilus (B.stearothermophilus ATCC 7953) y
B.subtilis, respectivamente.
« B.stearothermophilus: microorganismo anaerobio facultativo, formador de
esporas elipsoidales. Es una especie heterogénea del cual las caracteristicas que
la distinguen son: temperatura de crecimiento méaxima entre 65 a 75 °C,
temperatura de crecimiento minima a 40 °C, temperatura de crecimiento 6ptimo
a 55 °C y una tolerancia limitada al &cido.
« B.subtilis: microorganismo aerobio, formador de esporas, contiene flagelos y
comunmente se encuentra en el suelo y asociado a plantas, sin embargo también
ha sido reportado que el B. subtilis puede ser clasificado como un anaerobio
obligado. Crecen en un rango de temperaturas de 25 a 43 °C y usualmente bajo

condiciones aerobias a pH 2,2 — 8,5. 62
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OBIJETIVO

Verificar las lecturas positivas de los indicadores bioldgicos de tercera
generacion, en la Central de Esterilizacion del Hospital Cordoba procesados por
oxido de etileno, a los fines de determinar efectividad de la metodologia usada

en la institucion.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un trabajo prospectivo, observacional y descriptivo en las primeras
quincenas de agosto (se observaron 80 IB) y septiembre del 2014 (se observaron 75 IB),
en donde se analizaron diariamente las lecturas positivas por fluorescencia a las 4 horas
y a los 7 dias en la CE del Hospital Cérdoba, contra técnica microbioldgica en el
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad

Nacional de Cérdoba.

Se utilizaron IB de tercera generacion de lectura rapida 3M Attest 1294 los
cuales estan especialmente disefiado para la monitorizacion rapida y fiable de procesos
de esterilizacion de 6xido de etileno cuando se utiliza conjuntamente con la incubadora
3M™ Attest™ 290G.

La deteccion de la enzima indica un fallo en el proceso de esterilizacion. La

lectura fluorescente final de un IB negativo se hace después de 4 horas de incubacion.
Se implemento la siguiente estrategia de trabajo:

1. Los IB réapidos fueron acondicionados en doble pouch simulando las

mismas condiciones del material a procesar.

2. Por cada canasto enviado a la tercerista (0 por cada canasto a cargar en el
autoclave de dxido de etileno), se colocaron dos paquetes individuales de
dichos controles, de modo de poder llevar a cabo las lecturas por

fluorescencia a las 4 horas, a los 7 dias y por técnica microbioldgica.
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3.

Una vez recibido el material estéril, se procedio a incubar durante 4 hs
uno de los IB. Al reportar resultado positivo, dicho IB se siguid
incubando por un plazo de 7 dias y el IB de contraprueba fue remitido al

Laboratorio de Microbiologia para ser sometido a su analisis.

Etapa de Estudios Microbioldgicos

Los estudios microbiologicos fueron desarrollados en el Laboratorio de

Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNC.

Se aplicé la técnica de “Recuento de esporas viables” definida por la USP.%3

La misma involucra controlar tres ejemplares de los IB sin haber sido usados en

el ciclo de esterilizacion y 3 indicadores post-esterilizacion.

Procedimientos implementados:

1.

Se dispersd las muestras de papel en un vaso estéril de 250 ml con 100
ml de agua destilada estéril hasta lograr una suspension (aprox.15min).

Se transfirieron alicuotas de 10 ml de la suspension a tubos colocados en
bafio de agua a 80°C-85°C por 10 minutos. Se enfrid rapidamente en agua
con hielo (0°C-4°C).

Se transfirieron alicuotas de 1 ml y se realizaron diluciones apropiadas en
agua purificada esterilizada (para que queden después del cultivo 30 a

300 colonias, pero no inferior a 6 en cada placa).

Se colocaron 1,0 ml de cada dilucion en una placa de Petri y se afiadieron
20 ml de medio s6lido de soja y digerido de caseina fundido y enfriado a
45°C-50°C homogenizando.

Se incubaron las placas en una posicion invertida a 30°C-35°C

Se examinaron las placas después de 24 y 48 horas, contando las colonias
de cada placa. Se calcul6 el nimero de esporas utilizando el factor de
dilucién apropiado.
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RESULTADOS

De los 155 Indicadores Bioldgicos rapidos procesados en la CE del Hospital
Cordoba entre las primeras quincenas de agosto-septiembre del 2014, dos IB de la
primera quincena de agosto y dos IB de la primer quincena de setiembre, reportaron
resultados positivo por la técnica de fluorescencia a las 4 horas de incubacion en la
lectora, éstas continuaron siendo incubadas durante 7 dias en la CE y las contrapruebas
fueron ensayadas en el laboratorio por la técnica microbioldgica con el objetivo de la
confirmacion del resultado positivo obtenido por la lectora por fluorescencia.

Las cuatro muestras de los IB positivos obtenidos por técnica de fluorescencia a
las 4 horas no reportaron cambio colorimétrico del medio posterior a los 7 dias de
incubacion. Las muestras ensayadas en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Ciencias Quimicas, numero 1, 2, 5y 6 (Fig. 5 y 6) expuestas al agente esterilizante
Oxido de etileno, no reportan formacion de colonias a las 24/48 hs. en diluciones de:
1/100- 1/1000- 1/100000.

Mientras que las muestras 3, 4, 7 y 8 definidas como “blancos” (Fig. 5y 6), por
no estar expuestas al agente esterilizante, reportan formacion de colonias a las 24/48 hs.
en diluciones de: 1/100- 1/1000- 1/100000, con valores aproximados de 10° UFC.

Tiempo de Incubacion 24 hs 48 hs 24 hs 48 hs 24 hs 48 hs
Diluciones 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10000 1/10000
Muestra N° 1: Expuesta O.E 0 0 0 0 0 0
Muestra N° 2: Expuesta O.E 0 0 0 0 0 0
Muestra N° 3: Blanco Aprox 120 || Aprox 136 3 12 1 6
Muestra N° 4: Blanco Aprox 260 || Aprox 268 29 29 - -

Figura 5. Resultado microbioldgico de las contrapruebas y blancos de la primera

quincena de agosto 2014.
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Tiempo de Incubacion 24 hs 48 hs 24 hs 48 hs 24 hs 48 hs
Diluciones 1/100 1/100 1/1000 1/1000 1/10000 1/10000
Muestra N° 5: Expuesta O.E 0 0 0
Muestra N° 6 Expuesta O.E 0 0 0
Muestra N° 7: Blanco Mas 40000 Apox 400 Aprox 40
Muestra N° 8: Blanco Aprox 10 © Apox 400 Aprox 40

Figura 6. Resultado microbioldgico de las contrapruebas y blancos de la primera

guincena de setiembre 2014.

DISCUCION

En mayo del 2015, se publica un comunicado libre de un estudio observacional,
descriptivo, transversal y comparativo en dos periodos de tiempo, mayo y diciembre del
2009, en la CE del Hospital Cérdoba, ANCHORENA MV, SIERRA PG, UEMA S, con
el objetivo de determinar la fiabilidad de lecturas de los IB de tercera generacion para
procesos de esterilizacion por OE, previo y posteriormente a la calificacion del auto-
lector y certificacion paramétrica del ciclo.

A pesar de optimizar la fiabilidad, en la actualidad sigue siendo un reto la
presencia de Falsos Positivos, por lo cual se propuso realizar un ensayo microbiolégico
de los IB que reporten lectura positiva por la técnica de fluorescencia, de manera de
verificar la misma.

Consideraciones de este tipo son las que nos han motivado a realizar el presente

trabajo, donde se evidencié que las muestras de los IB rapidos que arrojaron un
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resultado positivo por la técnica de fluorescencia, no evidenciaron formacion de
colonias en las muestras analizadas microbiologicamente a las 24 y 48 horas.

Este estudio nos permite verificar que los IB rapidos (tercera generacion) son
tan fiables como un IB de lectura convencional (segunda generacion) verificado a través
de una técnica microbioldgica.

Numerosa bibliografia muestra la fiabilidad de los indicadores bioldgicos de
tercera generacion frente a indicadores bioldgicos de segunda generacion, para distintos
métodos de esterilizacion.

Segun VILLALOBOS ESCOBAR, SG, demostr6 una confiabilidad y eficiencia
del 100 % de los Indicadores Biologicos rapido frente los IB convencionales de 24
horas, para procesos de calor humedo, permitiendo acortar el tiempo de lectura y por
consiguiente el uso de los articulos esterilizados.%*

Con el mismo nivel de confiabilidad, los IB de lectura répida a las 3 horas de
incubacidn nos ofrecen los mismos resultados que a las 24 y 48 horas de incubacion”

(MANES, 2005).%

Rutala WA, concluyd que un IB rapido Attest 1292 quien reporta una lectura a las
tres horas, posee la misma sensibilidad que un IB convencional con una lectura de 24-
48 hs.®
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CONCLUSION

Dado que en este trabajo de investigacion la técnica microbioldgica reporta
ausencia total de esporas vivas atenuadas (B. atropehus) en las muestras de los IB
positivo obtenidos por la técnica de fluorescencia (4 hs), nos permite confirmar que los
resultados positivos obtenidos por técnica de fluorescencia, son falsos, 1o que certifica
que el proceso de esterilizacion fue correcto y la técnica de lectura por fluorescencia es
efectiva como metodologia.

A partir de este trabajo, en la CE del Hospital Cordoba se permitio la
estandarizacion de tiempos de incubacion no superiores a las 48 horas en aquellos IB
que arrojen un resultado positivo por la técnica fluorescencia, para evitar incubaciones
de 7 dias ( sugeridas por fabricante) que solo llevan a que el medio de los IB se
reseque.

A pesar de tener la presencia de Falsos Positivos, se observa que el uso de 1B
rapidos de tercera generacion para procesos de OE en hospitales de alta complejidad
que tercerizan el metodo, sigue siendo una técnica confiable que garantiza la liberacion
paramétrica del material procesado en corto tiempo, debido a la falta de stock de
material.

Si a lo anterior se suma trabajar bajo normativas que aseguren un garantia de
calidad del procesos, podemos contribuir a la bioseguridad operativa, a la calidad de
vida de los pacientes y al gran reto mundial como es la prevencién en infecciones

nosocomiales.
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“La paz comienza con una sonrisa.”
Madre Teresa de Calcuta. Monja y misionera catolica de origen albanés naturalizada
india. 1910-1997.
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