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1. RESUMEN

Debido a las limitaciones economicas que enfrentan la mayoria de los hospitales
publicos en Guatemala, el uso de equipo descartable para la ventilacién respiratoria, no
ha sido una de las mejores alternativas para disminuir la incidencia de las infecciones
nosocomiales. Estos son reutilizados y esterilizados con métodos cuya aplicacion correcta
es dificil.

Con el afan de buscar nuevas alternativas para la esterilizacion de este tipo de
equipo, el presente trabajo tuvo como proposito establecer si las microondas logran la
esterilizacion bacteriana.

La invesligacién se realizd de la siguiente forma: Primero se prepararon los
controles biolégicos conteniendo esporas de Bacillus sublilis y Bacillus stearothermophillus
a concentracones de 104 105 y 108 UFC/mI.

Tanto los controles bioldgicos preparados, como controles biolégicos comerciales
se sometieron a cuatro diferentes tiempos de exposicién a las microondas. Se trabajaron
unidades experimentales de cinco muestras por concentracion y tiempo, sumando un
total de 160 controles biolégicos.

Ern base a los resultados obtenidos se determind que el tiempo necesario para
eliminar a las esporas es de 20 minutos de exposicién a las microondas, no existiendo
diferencia entre |la esterilizacion del B. sublilisy B. stearothermophillus.

Se verificd que el equipo de ventilacion respiratoria resistiera los 20 minutos de
exposicion a las microondas sin provocar dafios en su estructura y funcionalidad.
Posteriormente se contamind el equipo con B. sfearothermophiffus a una concentracion
de 108 UFC/mI. De las 38 muestras expuestas a las microondas, en 26 de ellas se obtuvo
un crecimiento después de la esterilizacion. Lo cual indica que en el 68.42% de las
muestras trabajadas, la esterilizacién no fue efectiva para eliminar totalmente a las
esporas del B. sfearothermophillus.

Por lo tanto, con el presente estudio se logré concluir que las microondas logran la
esterilizacién bacteriana, pero no es un método efectivo y confiable para el equipo de

ventilacién respiratoria.




2. INTRODUCCION

En los ultimos treinta afos, las infecciones nosocomiales han sido problema de
interés primario. El riesgo de adquirir una infeccion nosocomial, aumenta en los pacientes
hospitalizados en la Unidad de Terapia Intensiva (UTl), y es ain mayor en pacientes con

intubacién endotraqueal que reciben soporte respiratorio (1).

Las causas por las cuales se adquieren estas infecciones han obligado a
implementar sistemas adecuados que disminuyan estos riesgos. Al principio de los afios
70, varios disposilivos medicos reusables que podian ser limpiados y reesterilizados,
fueron sustituidos por material médico descartable (2). Sin embargo, en recientes
esfuerzos por ahorrar recursos econdmicos, algunos hospitales estan reutilizando los
dispositivos meédicos descartables, especialmente los relacionados con la ventilacion

respiratoria.

Los hospitales deben estar conscientes que si utilizan los dispositivos desechables
repetidamente, la responsabilidad asociada con las infecciones causadas por estos
articulos pasa del fabricante al usuario. Se deben emplear protocolos de limpieza y
"esterilizacion” estandarizados que garanticen la efectividad del proceso, asi como la
seguridad de mantener los dispositivos en éptimas condiciones, evitando dafos que

puedan afectar el funcionamiento correcto y efectivo del equipo.

Con este estudio se pretendié establecer si las microondas son capaces de destruir
a los microorganismos que pueden colonizar equipo descartable reusable, utilizando
para este trabajo, como control biolégico, esporas de Bacillus subltilis y Bacillus
stearothermophifius. Se evalyaron diversas técnicas para cerlificar la eficacia de la

esterilizacidn del equipo reusable para la ventilacidn respiratoria, y se determind la

posibilidad de otras alternativas de esterilizacion.



3. ANTECEDENTES.
3.1 LAS INFECCIONES HOSPITALARIAS:

Las infecciones hospitalarias producen una morbilidad sustancial, prolongan la
permanencia en el hospital, aumentan el costo del cuidado sanitario y la incidencia de la
mortalidad de los pacientes (3).

En general, los pacientes internados en la Unidad de Terapia Intensiva (UTI)
presentan mayor riesgo de infeccion hospitalaria que los hospitalizados en otras

unidades.

Ademds de las infecciones endémicas, las infecciones epidémicas estdn
significativamente aumentadas en las areas de terapia intensiva. La mayoria de las
epidemias se produce en las UTI y estan relacionadas con equipos o productos

hospitalarios contaminados (1,2).

Los pacientes de la UTl son particularmente vulnerables a:  a) infecciones
primarias, la mayoria ra.lacionadas con materiales de uso intravascular (catéteres
arteriales, catéteres de la arteria pulmonar, catéteres de Hickman-Broviac, etc) b)
neumonias, asuciadas con los procedimientos de la terapia respiratoria, y c) infecciones

intra-abdominales, relacionadas con los traumas o la cirugia (1,4).

Los catéteres constituyen una causa frecuente de infecciones intrahospitalarias,
muchas de las cuales podrian evitarse. El riesgo de dichas infecciones se agravan con la
permanencia prolongada del catéter, su manipulacion, la inexperiencia para colocarlo, las
transgresiones de la técnica aséptica, el empleo de catéteres con conductos multiples y la
esterilizacion inadecuada de los catéteres reusables (5).
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Las sondas endotraqueales y el equipo de ventilacién respiratoria son, en muchos

casos, los causantes de la aparicién de infecciones respiratorias (6).

3.1.1 LAS INFECCIONES RESPIRATORIAS:

El riesgo de adquirir una infeccion nosocomial es bastante elevado en los
pacientes con intubacion endotraqueal que reciben soporte respiratorio. El uso de
técnicas inadecuadas en la intubacién y en la esterilizacién del equipo utilizado, el tiempo
prolongado de la ventilacion vy los trastornos de la funcién normal de las defensas del
tracto respiratorio son factores que contribuyen a provocar cambios en la microbiota, con
una colonizacion por bacterias patdgenas capaces de desarrollar, en algunos pacientes,

una neumonia intrahospitalaria (7).

Los pacientes con mas de 12 horas de nacidos y con mas de 72 horas de estar
en terapia ventilatoria, tienen particular riesgo de colonizacién en el tracto respiratorio con

la subsecuente sobreinfeccion pulmonar (8).

El diagnéstico de la colonizacién o del proceso infeccioso pulmonar es con
frecuencia dificil, ya que las manifestaciones clinicas, especialmente en los recién
nacidos, pueden ser poco evidentes y se parecen a las de otras enfermedades comunes.
Resultado de todo esto, es que el diagnéstico de la infeccién no resulta facil y a veces

demora hasta que el proceso se manifiesta abiertamente (8,9).

Un gran namero de las infecciones intrahospitalarias y las colonizaciones son
transmitidas de persona a persona a través del equipo contaminado y por las manos del
personal. Este riesgo es mayor en pacientes en terapia respiratoria, por ello, el uso de

una profilaxis antimicrobiana es recomendable. Es probable que la utilizacion masiva de



antibidticos de amplio espectro seleccione los tipos de microorganismos involucrados en

las infecciones (4,6,9).

La introduccién reciente de las cefalosporinas de segunda y tercera generacion ha
sido asociada con el reconocimiento de las infecciones causadas por el 5. epidenmidis, los

enterococos, los bacilos gram negativo mas resistentes y las levaduras (3).

3.2 LA ESTERILIZACION:

El propésito principal de un proceso de esterilizacion es destruir los
microorganismos que estan presentes en un objeto o preparado, bien en su interior o

en su superficie, y de esta manera asegurar que esta libre de agentes infecciosos (9).

Para este proceso debe considerarse un sistema constituido por wvarios

elementos esenciales:

a. Seleccion de materias primas y composicion o preparacion del material de una
manera que haya una carga microbiana minima (tipos y cantidades de contaminacion

microbiana que han de ser inactivados por el proceso de esterilizacion).

b. Eleccién de envases que sean compatibles con el proceso de esterilizacion y

mantengan la esterilidad después de la esterilizacion.

c. Aplicacion de un tratamiento de esterilizacion adecuado que sea compatible con

los materiales y los envases que se esterilizan.

d. Verificacion de la esterilizacion .

e. Almacenamiento correcto de los articulos estériles (10).



El procedimiento que se utiliza para esterilizar depende en gran medida de la
indole del producto. A los métodos para inactivar microorganismos se les puede clasificar
en fisicos o quimicos. Los métodos fisicos comprenden el calor himedo, el calor seco
y la radiacién. Los métodos quimicos comprenden el uso de los esterilizantes liquidos

o gaseosos (9,11).

3.2.1 LA ESTERILIZACION CON VAPOR:

En la esterilizacion con calor himedo, la causa de la muerte del microorganismo
es distinta que en la esterilizacion con calor seco; en efecto, cuando se utiliza calor
humedo el microorganismo muere porque se coagula la proteina celular, mientras que
con el calor seco se le destruye principalmente por medio de un proceso oxidativo
(9,12).

La USP define la esterilizacion por vapor como el empleo de vapor saturado, a
presion, (en un recipiente de presion regulada), a temperatura de 121°C, por lo menos

durante 15 minutos (12).

3.2.2 EL CALOR SECO:

Algunos materiales no pueden esterilizarse al vapor, por lo que para alguno de
ellos se utiliza la esterilizacién con calor seco.

Este es uno de los métodos mas antiguos que se conocen, es menos eficiente
que el humedo, ya que requiere mas tiempo de exposicion y la aplicacion de
temperaturas mas altas. De acuerdo con el tipo de los indicadores de esterilidad
empleados, las condiciones de humedad y otros factores, se ha establecido una amplia

variedad de tiempos de inactivacion, por lo que no se puede definir una rutina de ciclos

exactos y correctos de tiempo y temperatura (9,12).
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Para los productos hospitalarios hay que actuar con cautela en el disefio de los
ciclos de la esterilizacion con calor seco y se debe practicar una validacién sistematica

de la esterilidad a través de algun método estandarizado aceptado (13).

3.2.3 LA ESTERILIZACION POR GAS:

La aplicacion correcta de cualquier tipo de esterilizacion gaseosa es mucho mas
dificil que la de vapor o la de calor seco porque hay que controlar mas parametros.
Las camaras para esterilizacion con gases requieren del control de la temperatura, la
humedad, la concentracion de gas y el tiempo de la exposicion. El gas debe
distribuirse con uniformidad dentro de la cdmara y el material envolvente debe ser lo
suficientemente permeable para permitir la penetracion de la humedad, el calor y el
gas, pero al mismo tiempo debe proteger debidamente el paquete estéril aun después

de su esterilizacion (9,12,14).

Existe una variedad de gases que poseen propiedades germicidas como el
oxido de etileno, el formaldehido, el éxido de propileno, el beta-propiolactona, el ozono, la
cloropicrina, el &cido paracético y el bromuro de metilo; siendo el dxido de etileno el

mas utilizado en el proceso de |a esterilizacion (9).

3.2.4 EL OXIDO DE ETILENO:

El 6xido de etileno es el compuesto epoxi mas sencillo que existe; es un gas
incoloro, muy reactivo e inflamable. Para fines de esterilizacion este se expande a
partir del liquido puro, o se mezcla al 10 por ciento con didxido de carbono o al 12 por

ciento con clorofluorocarbonos. El gas puro es muy explosivo y su intervalo de
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inflamabilidad mezclado con el aire abarca desde el 3.6 hasta el 100 por ciento en
volumen. La dilucién del gas con cloroflucrocarbonos produce una mezcla no inflamable

(9.12).

Una ventaja del oxido de etileno es que los productos pueden esterilizarse ya
embalados desde el punto de origen porque el gas at.rmrisesa las peliculas y los
cartones de plastico sellados. El 6xido de etileno tiene la desventaja de ser toxico, de
ser un método mas costoso y de necesitar mas atencion en los controles del proceso que

la esterilizacién con vapor o por radiacion (12).

También es de tomar en consideracion el control de los residuos del éxido de
etileno o de los subproductos reaccionales que se forman en los materiales tratados y
el control de los niveles de exposicion de los operarios por debajo de los limites

establecidos por la Administracion de Seguridad y Salud Ocupacional (OSHA) (9,11).

Entre los residuos indeseables producidos por la exposicion al éxido de etileno
estan la etilenclorhidrina y el etilenglicol.  Algunos plasticos, fibras y productos de
goma absorben los gases, que pueden lesionar la piel. Los peligros mas grandes con
estos residuos se presentan en los laboratorios y en los hospitales donde los
materiales se usan inmediatamente después de haberlos esterilizado, sin exponerlos a
una buena aireacion. Lo ideal es que los productos tratados sean desgasificados, vy
permanezcan a temperatura ambiental por varios dias o bien sean sometidos a la accion

de aireadores especiales durante los periodos que recomienda el fabricante (9,11,12).

3.2.5 LA RADIACION:

Los principios de la esterilizacion mediante la radiaccion se conocen desde

comienzos de los afios 40. En esencia, la interaccion de particulas de alta energia con
8



la materia produce ionizaciones y excitaciones . La ionizacién conduce a la formacion de
pares ibnicos consistentes en electrones orbitarios eyectados (cargados negativamente)

y sus contrapartes (particulas con carga positiva) (9,13).

La esterilizacion mediante este método requiere que se tenga en cuenta la dosis
o cantidad de la radiacion, el nivel energético disponible, y la fuente de energia

disponible (que determina la velocidad con que se puede aplicar la dosis) (12).

La unidad de la radiacién que se utiliza es el rad (absorcion de 100 ergs/g).
Las dosis esterilizantes se suelen expresar en megarrads (Mrad) por razones de
conveniencia. En general, se acepta que en la mayoria de las condiciones la dosis de la
radiacion de 1.5 a 2.5 Mrad es suficiente para destruir los microorganismos mas

resistentes con un margen de seguridad satisfactorio (13).

La radiacién se usa para esterilizar artefactos de uso hospitalario, vitaminas,
antibioticos, esteroides, hormonas, transplantes de huesos y tejidos e instrumentos
médicos como las jeringas de plastico, las agujas, las hojas de bisturi, los catéteres, las

protesis, las cajas de Petri y las suturas (9,11,14).

3.2.6 LAS MICROONDAS:

Las microondas se ubican en el espectro electromagnético entre las ondas de radio
y la luz infrarroja.  Las ondas electromagnéticas se generan por la aceleracion de las

cargas eléctricas.

Al igual que los rayos infrarrojos, las microondas hacen vibrar las moléculas de
los cuerpos en los que inciden, produciendo su calentamiento. Para que se produzca la

vibracion de las moléculas se requiere que éstas sean dipolares, es decir, que tengan

9



alguna separacion entre las cargas eléctricas positiva y negativa, tal como sucede con las
grasas, los az(icares y, fundamentalmente, con el agua. Los plasticos, la porcelana y el
vidrio, por ejemplo, no vibran con las microondas. Por el contrario, los recipientes
metdlicos reflejan la radiacién y se produce una especie de "tendencia a la explosion”

(15).

La aceleraciéon de las cargas eléctricas para generar las microondas se logra con
el uso de dispositivos electénicos como el magnetrdon o en el klistron.  En cualquiera de
estos dispositivos, desde un catodo se emite un haz de electrones que se hace pasar a
través de un campo magnético alterno de muy alta frecuencia que hace vibrar las cargas
eléctricas. Las variaciones de energia cinética de las cargas se convierten en energia

radiante con longitudes de onda entre 1 milimetro y 1 metro (15).

En el horno de microondas, la radiacion emitida por el magnetrén tiene una
longitud de onda de  alrededor de 10 cm y aproximadamente 1,000 walts
(equivalente a la potencia de 10 bombillas incandescentes de 100 watts). Las
ondas generadas llegan a la cdmara del horno pasando por un tubo ‘guia de ondas”.
En la camara, las ondas, directamente y por reflexiéon, llegan a la zona en donde se
coloca la porcién de alimento, Las paredes del homno estan disefiadas especialmete
para que las microondas se reflejen uniformemente. Para asegurar la incidencia
uniforme de la radiacion se utiliza el denominado wobbler, una hélice de alta
frecuencia y, adicionalmente, una plataforma giratoria en donde se coloca el
recipiente.  Las microondas cambian de direccion 2,500 millones de veces por segundo
y mueven las moléculas provocando fricciones que producen calor. La energia de
las microondas es absorbida a distintas velocidades, segun la densidad de cada alimento

(15,16,17).
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En lo que respecta a la seguridad para el usuario, las paredes del homo reflejan
la radiacion en su totalidad hacia el interior, debidoc a que son metdlicas. Ademas, la
ventanilla frontal tiene una malla metalica muy fina que permite ver el interior pero, al
mismo tiempo, no deja que la radiacion pase al exterior. El sello de la puerta esta

disefiada también para no dejar salir la radiacion (16).

En cuanto al temor de los posibles efectos de la exposicion a la fuga de radiacion
(ya sea porque el horno presente averias fisicas o bien funcione defectuosamente), es
conveniente mencionar que la densidad de la potencia decrece muy rapidamente con
la distancia. En el peor de los casos , al haber una fuga de 0.15 mW/ecm2, la
densidad de potencia a una distancia de 30 cm. seria menorde 0.15mW/cm?Z y a 1 m
seria de unos 10 uW/cm?2. Estos valores de fuga implican, por lo tanto, valores de
exposicion bastante bajos respecto de los valores maximos aceptados actualmente.
La IRPA (Asociacién Intemacional de Radioproteccién) recomienda 1 mW/cm2, como

el valor maximo de una exposicion (16,18).

Las microondas han sido utilizadas recientemente en el proceso de esterilizacion,
debido a su actividad en contra de paréasitos, helmintos y protozoos, bacterias y virus. Su
mecanismo de accién se basa no solamente en la produccién de calor sino principalmente
en cambios producidos por las microondas directamente sobre la célula y los complejos
multienzimaticos, lo que interfiere con la sintesis de proteinas y altera los mecanismos de

transporte a nivel de la membrana celular (19,20,21).

Robert K. Hampson y cols. del departamento de Bioquimica y Farmacologia de la
Universidad de Texas, en 1982 publicaron un estudio en el cual evaluaron la actividad de
cuatro enzimas mitocondriales luego de la exposicion a las microondas. Estas enzimas

fueron inactivadas en un 95 por ciento al alcanzarse una temperatura de 65° C. Ademas
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de estos efectos, las microondas permeabilizaron la membrana de los nuclettidos y se
registréd una fuga extensa de ATP y NAD+ hacia la suspension (21).  Las bacterias son
microorganismos que no poseen mitocondrias pero si poseen importantes complejos

enzimaticos que contribuyen a su supervivencia (22).

Sifuentes Osornio y cols. del Instituto Nacional de Nutricion y Hospital de Pediatria
del Instituto Mexicano de Seguridad Social (IMSS), disefiaron un estudio para comprobar
el tiempo requerido en esterilizar cultivos puros de bacterias. La mayoria de bacterias y

hongos fueron eliminados con cinco minutos de exposicion a las microondas (23).

S. K. Young y cols. del colegio de Odontologia de la Universidad de Oklahoma,
USA, publicaron un estudio en el que evaluaron la capacidad de las microondas para
esterilizar canulas nasales contaminadas con rhinovirus, parainfluenza, adenovirus y
herpes simple. Ellos encontraron que el 95 por ciento de la actividad viral fue totaimente
destruida al minuto de exposicion a las microondas, en un horno de microondas
convencional. Al final de los cuatro minutos, encontraron inactivacion total de los 4 virus.
La exposicion repetida de estas canulas a las microondas no ocasiond dafo ni a la textura

ni a la flexibilidad de las mismas (20).

3.3 LA VALIDACION DE LA ESTERILIZACION:

En todo proceso de esterilizacion es imprescindible realizar algun tipo de control
gque nos asegure que se ha conseguido la destruccion de todos los microorganismos.

Existen tres tipos de controles: los fisicos, los quimicos y los biolégicos (9,24).

Los controles fisicos nos permiten reconocer si el funcionamiento mecanico del

esterilizador ha sido correcto ( termometros, manémetros, diagramas, etc.) .Los controles
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quimicos utilizan sustancias quimicas que cambian de color cuando en el interior de la
camara se cumple con las condiciones de temperatura, con la concentracion del agente
esterilizante y con el tiempo de exposicion de que depende la esterilizacion, pero no nos
aseguran que todos los microorganismos han muerto durante el proceso.  Los controles
biolégicos son cultivos de microorganismos no patégenos en forma de esporas las cuales
ofrecen gran resistencia a los agentes esterilizantes. Las cantidades son mayores que
la contaminacién normal del producto. Este ultimo es el unico sistema fiable que nos

asegura la destruccion total de los microorganismos (24,25).

La mayoria de los microorganismos en desarrollo activo son formas vegetativas
que resisten poco al calor y los desinfectantes, pero algunas formas de bacterias, entre
ellas las causantes del carbunco, el tétanos y la gangrena gaseosa, pueden pasar a un
estado esporulado que es mas resistente al calor y a muchos desinfectantes. Por este
motivo, una manera excelente para determinar si una esterilizacion es eficaz es la

verificacion de la destruccién de las formas esporuladas (9,25).

Entre las especies de bacterias mas aceptadas como indicadores biolégicos
estan Bacillus stearothermophilus y Bacillus sublilis, generalmente a una concentracion
de 1X10* UFC/ml. Se pueden emplear otras especies, sin afectar mayormente la
validez de la interpretacién de la esterilidad , siempre que se cumplan los requisitos
primordiales de: 1) mayor concentracion y 2) mayor resistencia, en comparacion con las

caracteristicas del microorganismo contaminante en el material a esterilizar (26,27).

La resistencia de un indicador biolégico a la esterilizacion puede definirse de dos
maneras: reduccion de la poblacibn a un décimo (Valor D), y el tiempo de

supervivencia/muerte.

La reduccién de la poblacién a un décimo se define como el tiempo en minutos

necesario para la destruccion del 90 por ciento de los microorganismos de una poblacién
13



microbiana uniforme. Los valores D proveen un medio para establecer ciclos de
esterilizacion confiables.

El tiempo de supervivencia/muerte nos indica la resislencia de la poblacién
microbiana al agente esterilizanle {9,25).

3.4 EL GENERO BACILLUS:

Este género comprende un gran nimero de especies que son aerobias o
facultativas, por lo general Gram positive y que forman esporas (28). Se encuentran
ampliamente distribuidas en la naturaleza y, por lo tanto, son considerados
microorganismos contaminantes . En su mayoria son saprofitos, por lo que ha sido
tradicional reducir su importancia en la microbiologia clinica. Sin embargo en los Ultimos
anos, las especies de Bacilus distinlas al bacilo del antrax han sido implicadas como
causanies de infecciones graves, asociadas con la inmunosupresidn, la septicemia, la
endocardilis, la osteomieiitis, las heridas traumaticas, las quemaduras, las hemodidlisis,
las técnicas operatorias y en la intoxicacion por alimentos (29,30).

Pueden crecer o no en agar con eosina y azul de metileno. Algunas veces se
confunden con los bacilos Gram negativo no fermentativos debido a que el género Bacillus
puede variar en su comportamiento con la tincion de Gram, la reaccién de oxidasa y

oiras pruebas . Asi mismo a veces no se observan esporas (30).

Enagarsahgre luego de 18 a 24 horas de incubacién a 35° C, las colonias son
de 2 a 5 mm de didametro, no hemoliticas o con hemdlisis beta débil . Las colonias de mas
de 38 horas en agar sangre, agar fripteina soya o agar nutritivo, tienen una textura

rugosa , con borde aserrado. Las colonias de Bacillus sublifis son grandes, aplanadas vy

14



opacas y se pueden desamollar a 50°C Bacillus slearothermophillus puede desarrollarse
a 65°C (29,30) ( Tabla No.1).

Los endosporos son centrales a subterminales, no hinchados y frecuentemente en
los cultivos aparecen en eslado libre. La espﬂmlaﬁﬁﬁ es mas intensa en los cullivos bien
oxigenados, puede ser estimulada con la adicion de esculina a los agares o puede
facilitarse en medios acidificados . Las esporas pueden sobrevivir al tratamiento con los
desinfectantes comunes, y muchas son resistentes a la temperatura de ebullicion del
agua (100°C) (28).
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4, JUSTIFICACION

En Guatemala, la mayoria de los hospitales nacionales no cuentan con suficientes
recursos econdmicos para la compra de equipo médico descarlable para cada paciente.

Esto obliga a utilizar el equipo varias veces y por consiguiente a reesterilizarlo.

Por el tipo de material, surgen muchos inconvenientes con los metodos de
esterilizacion comunmente utilizados. Generaimente, se utiliza la esterilizacion por gas,
cuya aplicacion comrecta es dificl y deben de controlarse muchos parametros, entre
ellos: los tiempos de exposicion, la efectividad de la esterilizacion, la eliminacion de
residuos indeseables que implican problemas de toxicidad para el paciante, y el nivel de

exposicion al que estan sometidos los operarios.

Tomando en cuenta estos y otros aspectos es importante el estudio de un método
de esterilizacion que sea mas sencillo, rapido , economico y seguro. La esterilizacion por

microondas puede ser una de las mejores alternativas.

16



5 OBJETIVOS
1 Establecer si las microondas logran la esterilizacién bacleriana.

2. Establecer el indicador biolégico mas adecuado para este
proceso.

3 Determinar los tiempos de exposicion a las microondas para una
eslerilizacion efectiva.

4. Encontrar el material de empaque mas apropiado para este tipo de
esterilizacion.

5. Dar a conocer los resultados de la investigacion, especialmente a las
Instituciones que utilizan material reusable y que podrian beneficiarse con
este estudio.
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6. HIPOTESIS

Las microondas matan las esporas de Bacillus sublilis y Bacillus
stearothermophilius, indicadores biolégicos de una esterilizacion efectiva.

18



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 UNIVERSO DE TRABAJO:

Se estudid la eficacia de la esterilizacion con las microondas, ulifizando diferentes
concentraciones de esporas de Bacillus sublifis vy Bacifius stearothermopiifius sometidas
a diferentes tiempos de exposicidon. En base a los resultados obtenidos se contamind el
equipo de "Venlilacidon Respiratoria® con esporas de Bacillus siearothermophifus a una
concentracién y a un tiempo de exposicion a las microondas.

7.2 MEDIOS

7.2.1 RECURSOS HUMANOS:

- Estudiante: Br. Claudia Elzabeth Vargas Oliva.
- Asesor del Estudio; Lic. Gustavo Adolfo Ginl Aguilera.
- Asesor estadistico: Lic. Jorge Luis De Ledn.

7.2.2 RECURSOS FISICOS

7.2.2.1. RECURSOS INSTITUCIONALES
- Hospilat General de Enfermedad Comtn del Institute Guatemalteco de Segundad
Social (KGSS).

- Sanalorio "Nuestra Sefora del Pliar".

7.2.2.2 MUESTRAS:

A. Coniroles Biolégicos:
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- Cepa de Bacillus subfilis ATCC 9372
- Cepa de Bacillus stearothermophilius ATCC 7953
- Bioindicador "Sterikon" (MERCK).

- Bioindicador "Attest" 1262 (3M)

B. Equipo reusable de "Ventilacién 6,400";

- tubos corrugados largos
- tubo corrugado corto

- tubo corrugado flexible
- codos

- Boquilla proximal

7.2.23 EQUIPO Y CRISTALERIA:

- Homo de Microondas marca Tappan, modelo 56-9431
B00 watts, con plato giratorio.

- Incubadora a 56°C
Baiio de Maria a 58°C

- Autoclave

- Microscopio

- Mechero bunssen

- Viales de vidrio estériles

- Recipiente plastico

- Bolsas plasticas para microondas (Reynold's Oven Bags)

- Plastco adhesivo para microondas (Clear Plastic Wrap)

- Hisopos estériles

- Asas

20



- Termdémetro
- Cajas de Petri
- Guantes estériles

- Erlenmeyer de 500 ml (Pyrex)

7.2.2.3 MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS:
- Aagar Tripticasa soya '
- Caldo Tripticasa soya
- Indicador azul de bromotimol
- Indicador purpura de bromocresol

- Colorantes para la Tincion de Gram: cristal violeta,
lugol, alcohol acetona y safanina.

- Acido Acético al 10%

- Solucion salina estéril al 0.85%

7.3 PROCEDIMIENTO
7.3.1 PREPARACION DE LOS CONTROLES BIOLOGICOS:

- Se utilizdo cepa de Bacillus subtilis ATCC 9372 y Bacillus stearothermophillus

ATCC 7953 provenientes de controles biologicos comerciales.

- Se inoculd cada cepa en 250 mi de caldo de tripticasa soya. Se incubaron por 12,

15, y 24 horas a 568+ 2°C Bacillus stearothermophiffus .y a 52+ 2°C Bacillus subtilis .

- Se realizé un recuento en placa para cada tiempo de incubacion utilizando agar

tripticasa soya, a manera de alcanzar concentraciones de 10%, 10° y 10° UFC/ml.
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- Se ralizo shock térmico para esporular a las bacterias.

- Se prepararon los controles biologicos conteniende cada una de las
concentraciones de esporas y un indicador de pH "Azul de bromotimol” para B. subfilis y

"Purpura de bromocresol” para B. slearothermophillus.

7.3.2 EFECTO DE LA ESTERILIZACION SOBRE CONTROLES PREPARADOS
Y CONTROLES COMERCIALES:

Los controles preparados y los controles comerciales fueron sometidos a
microondas de BOO watts, con plato giratorio, durante 5, 10, 15y 20 minutos.

Los viales se incubaron después entre 24y 72 horas a 52 + 2°C B. sublilis y
a 56+ 2°C B stearothermophiflus. Se observaron diariamente para buscar
caracteristicas que indican crecimiento bacteriano: turbidez y/o cambio de color en el

medio de cultivo.

Para verificar la esterilizacion se sembraron alicuotas de cada vial en agar

tripticasa soya, incubandolos por 48 horas.

7.3.3 RESISTENCIA DEL EQUIPO DE VENTILACION ¥ MATERIAL DE EMPAQUE
A LAS TEMPERATURAS DEL PROCESO DE ESTERILIZACION:

Previo a la contaminacion, se verificé que el equipo de ventilacion respiratoria
resistiera a la temperatura a la cual fue expuesto (20 minutos de exposicion a las
microondas, determinado en base a todos los procedimientos anteriores) sin provocar

dafios en su estructura y funcionalidad. Asi mismo se verifico la resistencia del material de

a2
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empaque: Plastico corriente para microondas (Clear Plastic Wrap) y bolsas plasticas para

microondas (Reynold's Oven Bags).
7.3.4 CONTAMINACION DEL EQUIPO DE VENTILACION:

El equipo se contamindé con esporas de Bacillus sfearothermophiflus a una
concentracion de 108 UFC/mI, utilizando para ello un hisopo de algodén impregnado con
el cultivo liquido. Posteriormente se lavé con una solucion de acido acético al 10%, como
usualmente se lavan en estos procedimientos. Se envolvié el equipo en el material de

empaque exponiendolo a las microondas por un tiempo de 20 minutos.
7.36 CONTROL DE LA ESTERILIDAD:

Inmediatamente después de la exposicion a las microondas, el equipo se introdujo
en frascos con caldo de tripticasa soya por 120 horas a 56+ 2°C. Se observo diariamente
para buscar caracteristicas que indican crecimiento bacteriano: turbidez y/o burbujas de

gas.

Para verificar la esterilizacion se sembré un inéculo de cada frasco en agar

tripticasa soya, incubandolos por 48 horas.

7.4 DISENO EXPERIMENTAL

Se establecio la eficacia de la esterilizacion utilizando como control biolégico viales
con esporas de Bacillus subtilis y Bacillus stearothermophillus, a cuatro diferentes
concentraciones y cuatro diferentes tiempos de exposicibn a las microondas
(tratamiento=12). Se verifico la esterilizacion por crecimiento en medio de cultivo

adicional.
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Variable de repuesta: presencia o ausencia de crecimiento.

Evaluacion: 100% es considerado aceptado.

Se uflilizd un disefio Pre-Experimental XO, donde X significa un tratamiento
experimental y O significa una observacion (31). El tamaiio de muestra N=5, debido a la
efectividad esperada por el disefio. No interesa comparar, solo evaluar los resultados vy

buscar el tratamiento adecuado.

La concentracion del contaminante y el tiempo de exposicibn a las microondas a la
cual se sometid el equipo de ventilacion respiratoria se determiné en base a los resultados

obtenidos con los controles biolégicos, utiizando un tamadio de muestra N=38.
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8. RESULTADOS

FPara llevar a cabo la presente investigacion, se prepararon controles biolégicos
conteniendo esporas de Bacillus stearothermophillus vy Bacillus subtilis a
concentraciones de 104, 105 y 108 UFC/mI. Tanto los controles biolégicos preparados,
como los controles biologicos comerciales, fueron sometidos a microondas de 800 watts

durante : 5, 10, 15 y 20 minutos.

Se trabajaron unidades experimentales de cinco muestras por concentracién vy

tiempo, exponiendo a las microondas un total de 160 controles biolégicos.

En la tabla No. 8.1 encontramos el numero de controles biologicos "preparados”
con esporas de B slearothermophillus a distintas concentraciones que fueron
esterilizados o no, a diferentes tiempos de exposicion a las microondas. Observamos
que a los 5 minutos de exposicién a concentraciones de 104 y 105 UFC/ml 3 de los 5
controles biolégicos logran la esterilizacion y, a una concentracion de 108 UFC/ml 2 se
esterilizany 3 no. A los 10 minutos de exposicion a las microondas observamos en las
diferentes concentraciones que 4 de los controles bioldgicos fueron esterilizados y 1 no.
A los 15 minutos de exposicién a concentraciones de 104 y 105 UFC/ml se alcanzé la
esterilizacion en los 5 controles, sin embargo a la concentracion de 108 UFC/ml 1 delos 5
controles no completa la esterilizacion. Finalmente se observa que a los 20 minutos de

exposicion a las microondas el 100% de los controles biolégicos son esterilizados.

En la tabla No. 8.2 encontramos el nimero de controles biolégicos "preparados”
con esporas de B sublilis a distintas concentraciones que fueron esterilizados y no, a
diferentes tiempos de exposicion a las microondas. Como se puede observar, los
resultados expresados en esta tabla son muy similares a los resultados descritos para
B stearothermopihilius, alcanzando el 100% de la esterilizacion a los 20 minutos de

exposicion a las microondas.
25



J. Y

En cuanto a los controles bioldgicos "comerciales”, la tabla No. 8.3 demuestra una
tendencia similar a la de los controles biolégicos preparados, alcanzando de igual manera

el 100% de la esterilizacion a los 20 minutos de exposicion a las microondas.

Posteriormente, previo a la contaminacion del equipo de ventilacion respiratoria, se
verificd que los componentes del mismo resistieran los 20 minutos de exposicion a las
microondas sin provocar dafos en su estructura y funcionalidad, obteniendo los resultados

expuestos en la tabla No. 8.4.

En base a los resultados anteriores se contaminaron 38 segmentos de los tubos
corrugados con esporas de B. sfearothermophillus a una concentracion de 108 UFC/m, y
posteriormente fueron expuestos a las microondas por un tiempo de 20 minutos. De las
38 muestras, en 26 de ellas ( 68.42%) se obtuvo crecimiento del bacilo después de la

esterilizacion,
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TABLA Ne. 8.1

NUMERO DE CONTROLES BIOLOGICOS PREPARADOS CON ESPORAS
DE B. STEAROTHERMOFPHILLUS A DISTINTAS CONCENTRACIONES,
ESTERILIZADOS A DIFERENTES TIEMPOS DE EXPOSICION A
LAS MICROONDAS

\ 1
] [
] |

5 min 3 2 3 : 2 2 : 3
" I

10 min 4 9 4 - 1 g 0 1
' :

15 min 5 0 5 : 0 4 - 4
] i
] 1

20 min 5 ) I [ A 0 I 5 : 0
] 1

TABLAR Ne. 8.2

NUMERO DE CONTROLES BIOLOGICOS PREPARADOS CON ESPORAS
DE B. SUBTILIS A DISTINTAS CONCENTRACIONES,
ESTERILIZADOS A DIFERENTES TIEMPOS DE EXPOSICION A
; LAS MICROONDAS
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TABLA No. 8.3

NUMERO DE CONTROLES BIOLOGICOS COMERCIALES DE ESPORAS
DE B. STEAROTHERMOPHILLUS ¥ B. SUBTILIS ESTERILIZADOS A
DIFERENTES TIEMPOS DE EXPOSICION A LAS MICROONDAS.

Tiempo B. stearothermophilius
Exposicién Estéril ;  No Estéril Estéril ; No Estéril
i |
1
5 min 3 ' 2 4 ! 1
!
10 min 4 | 1 4 : 1
15 min R 1 £ L E
20 min g oy 0 g Sy
TABLA No. 8.4

DANO PRODUCIDO POR LAS MICROONDAS
SOBRE LA ESTUCTURA DEL EQUIPO
DE VENTILACION RESPIRATORIA

I Componente Dafio visible
* tubos corrugados NC
largos y cortos
*tubos corrugados NO
flexibles
*codos 8l
*poquilla proximal Sl
s
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TABLA No. 8.5

TUBOS CORRUGADOS CONTAMINADOS
CON B. STEAROTHERMOPHILLUS EXPUESTOS A
LAS MICROONDAS

TIEMPODE

TIEMPODE | Tubos Corrugados
_EXPOSICION téril | no esf

i

20 MINUTOS 12 26
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

Fara realizar el presente trabajo, fue utilizado el Bacilus subtilis y el Bacillus
stearothermophillus. A pesar de no ser considerados como patégenas de importancia
humana, son las especies de bacterias mas aceptadas como indicadores biolégicos. Su
estado esporulado les confiere mas resistencia al calor y a muchos desinfectantes, porlo
que su destruccion representa una manera excelente para determinar si la esterilizacion es
eficaz.

En la primera parte de la investigacion, se sometieron a las microondas controles
biologicos preparados y controles biolégicos comerciales con esporas de B. sublilis y B.
stearothermophillus. Con los resultados obtenidos se observd que no existe diferencia
significativa entre la esterilizacion de las esporas de B stearothermophillus y B. subtilis,
a pesar que en la literatura se reporta que B. sfearofthermophillus es mas resistente a las
temperaturas elevadas que el B. sublilis. Ademas se demuestra que no existe diferencia
significativa en la esterilizacion entre las concentraciones de 104 y 105 UFC/ml. No
obstante, en algunos casos, se observa mas resistencia a una concentracion de 106
UFC/ml, por lo que se asume que a mayor concentracion mayor es la resistencia a la
esterilizacion. También se encontrd resistencia de las esporas a periodos de 5, 10 y 15
minutos, logrando el 100% de la esterilizacion a los 20 minutos de exposicion a las
microondas.

El mecanismo por el cual las microondas eliminan estos microorganismos no esta
completamente comprobado. Algunos investigadores consideran que los efectos letales
de las microondas son debidos a la generacion del calor, mientras otros consideran que
resultan de cambios intracelulares especificamente inducidos por las microondas, como
es la inactivacion de importantes complejos multienzimaticos (19,20,23). Probablemente,

éstos sean el resultado de ambos mecanismos.

Posteriormente se verifico que los componentes del equipo de ventilacion
respiratoria resistieran los 20 minutos de exposicion a las microondas sin provocar danos
fisicos en su estructura. Se observd que no todo el equipo puede ser expuesto a |as
microondas, ya que algunos poseen estructuras metdlicas que pueden producir dafio al
horno de microondas. Otros poseen estructuras plasticas que al ser expuestas a las

microondas sufren dafos fisicos, por lo que ya no pueden ser reutilizados. Los tubos
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corrugados largos y cortos resistieron los 20 minutos de exposiciéon a las microondas,
sin sufrir danos fisicos en su estructura, por lo cual fueron contaminados con
B. stearothermophillus a una concentracién de 108 UFC/mI (concentracion que resulto ser
mas resistente a las microondas). Posteriormente se lavaron con una solucién de acido
acético al 10%, esto se realizdé debido a que generalmente este tipo de equipo es
previamente lavado con un desinfectante y luego esterilizado,con lo que se logra que las
condiciones sean similares a las reales.

Luego los tubos corrugados se envolvieron en el material de empaque, que fue
cuidadosamente seleccionado. Posteriormente se expusieron a las microondas por un
tiempo de 20 minutos. La presencia de un material absorbente de las microondas fue
necesaria para prevenir dafio al magnetron ( productor de las ondas) por la refleccion de
microondas. Esto es debido a que los tubos forman parte de los materiales transparentes
a las microondas, es decir que no absorben las microondas (20,23). El material absorbente
que se utilizo fue un recipiente con agua destilada.

De un total de 38 tubos, en 26 de ellos no se logrd eliminar totalmente a las
esporas, esto puede deberse a: 1) por la estructura corrugada de los tubos las esporas
logran protejerse de las microondas, quedando algunas sin ser esterilizadas 2) El mismo
material de los tubos podria deflectar las ondas, no llegando asi a eliminar las esporas que
se encuentren en areas de mayor dificultad para la esterilizacion. La literatura reporta
que los materiales corrugados han sido siempre un problema para cualquier tipo de
esterilizacion (10,14).
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10. CONCLUSIONES

101

10.2

10.3

10.4

10.5

10.6

El 100% de los controles biolégicos preparados con esporas de Bacillus subtilis y
B. stearothermophillus logran la esterilizacién a los 20 minutos de exposicion a las
microondas en un horno de 800 watts (maxima potencia).

El 100% de los controles biocldgicos comerciales conteniendo esporas de B sublilis
y B stearothermophifius logran la esterilizacion a los 20 minutos de exposicion a
las microondas.

Mo existe diferencia significativa entre la esterilizacion de las esporas de B sublilis
y B stearothermophilius,

A mayor concentracion de las esporas mayor es la resistencia a la esterilizacion.

La bolsa plastica para microondas ( Reynolds Oven Bags) es el material de
empaque mas apropiado para la esterilizacién por microondas.

La esterilizacién por microondas no fue efectiva para eliminar totalmente las
esporas de B. stearothermophillus en los tubos corrugados para la ventilacion
respiratoria, por lo que este método de esterilizacién no puede ser implemen-

tado para este tipo de equipo.
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11. RECOMENDACIONES

.1

1.2

El método de esterilizacion en horno de microondas debe permanecer en el campo
de la investigacion cientifica y no ser aplicado en la clinica hasta que se aumenten
los conocimientos de su efectividad.

Buscar otras alternativas en la metodologia, como por ejemplo el uso de medio
acuoso, para esterilizar equipo reusable.

Aungue a simple vista no se observen cambios producidos por las microondas
sobre la estructura del equipo, es importante realizar un anélisis mas completo: la
microscopia electronica puede ser una alternativa.
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TABLA No. 1
CARACTERISTICAS DEL GENERQ BACILLUS
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Arabinosa y Xilosa

Hidrolisis de Almidon

VP

NO3 - NO2

Desarrollo en NaCl 7%

Desarrollo a 50° C.
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Lecitinasa

Otras Caracteristicas

Desarrollo a 65° C.

Fermenta manitol
Citrato +
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