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PLACAS DE PETRI

(ESTERILIZACION DE PLACAS DE PETRI
PLASTICAS CON GAS FORMALDEHIDO)

Claudia Hidalgo Quesada M.Q.C.*
Maria Eugenia Delgado Picado M.Q.C.*

INTRODUCCION

El formaldehido ha sido usado como agente
esterilizante desde principios de siglo y diferen-
tes autoeres han demostrado su efectividad en la
esterilizacton superficial de objetos termoldbiles,
(4, 6, 9). Posteriormente fue introducido un
nuevo esterilizante gaseoso, el éxido de etileno,
que sustituyd al gas formaldehido casi totalmen-
te (5). Sin embargo el costo del dxido de etileno
y el equipo necesario para su adecuada utiliza-
cién son muy elevados. Con ef formaldehido ga-
se0so se eliminan aigunas de esas desventajas, ya
que sdlo se requiere una cdmara donde entra el
gas y un calentador para despolimerizar el p-for-
maldehida, compuesta solido de donde se obtie-
ne el gas. Como el formaldehido tiene bajo po-
der penetrante es necesario establecer ademds un
sistema de vacio,y suministrar alta humedad re-
lativa dentro de la cimara de esterilizacion {7).
Una aplicacién prictica de lo anterior es el uso
de! formaldehido gaseoso en ia esterilizacion de
placas de petri pldsticas, que como no resisten el
calor htmero ni seco se acostumbra deshecharfas
una vez que han sido utilizadas. Este proceso
permite la reutitizacion de estas placas lo cual in-
dudablemente representa un considerable ahorro
para los faboratorios microbiologicos.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo de prueba: Se usaron controles
bioldgicos de Bacitlus sub tilis variedad globigii
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pues sus esporas son altamente resistentes a con-

diciones adversas del medio.

Generador de gas: El p-formaidehido se despoli-
merizd, calentando el polvo en una plantilla eléc-
trica que funciona termostdticamente a 232 oC

(7).

Cantidad de p-formaldehido: Después de varias
pruebas {Ver tabla de resultados) se escogid una
cantidad de 2 gramos de polvo para un volumen
de 1 pie cdbico de fa cdmara {2.700 m3).

Cimara: Se empled Un autociave en desuso de
27.5 cms. de didmetro y 67 cms. de profundi-
dad.

Humedad relativa: Se usé una solucidn saturada
de sulfate de amonio, que en un sistema cerrado
produce una humedad relativa de 80o/o, pues
para que el sistena funcione la humedad relativa
debe ser mayor del 60ofo {7). Ademis se intro-
dujo vapor de agua.

Vacfo: Se usd una bomba de vacio y se aplica-
ron de 35 a 50 cms. de mercurio (151 18 pulga-
das de mercurio}, En este experimento tuvimos
que modificar ciertas variables con relacidn a los
trabajos revisados para conseguir la esterilizacidn
de las placas. La razéon de estas modificaciones
tas explicamos en las conclusiones.

1. La cantidad de p-formaldehido: Se probé
con 1.3 g, 18 v 2 g por volumen de |a cimara
{g/pied} y se escogid la dltima cantidad como
optima.

2. El tiempo de esterilizacién: Se ensayé pe-
riodos de 4, 6 y 24 horas de contacto del gas
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formaldehido con las placas. Se escogié el con-
tacto por 24 horas,

3. Vapor de agua; Se probé el sistema por du-
plicado dejando todas las condiciones constan-
tes, en cuanto a tiempo de estirilizacion y canti-
dad de p-formaldehido, pero introduciendo en
uno de los ensayos vapor de agua, a partir de
agua en ebullicién.

4, Perfodo de aireamiento: En nuestro experi-
mento, 24 horas de aislamiento fueron suficien-
tes para eliminar los residuos de gas.

PROCEDIMIENTO PARA ESTERILIZACION
DE PLACAS PLASTICAS

1. Descontaminar las placas usadas introdu-
ciéndola en una solucién al 10ofo de formalina
en agua por 24 horas, quitarfes el agar y favarlas
cuidadosamente con agua y jabdn, 2. Dejar que
escurran para posteriormente envolverlas y aco-
modarlas dentro de la camara. 3. Montar el es-
guema de la figura nimero 1, introduciendo una
solucidn saturada de suffato de amonio (53.1} y
cerrar herméticamente. 4. Conectar {d cdmara a
la bomba de vacfo y aplicar vacfo hasta 18 pui-
gadas de mercurio. 5. Calentar los dos g de p-for-
maldehido segiin el esquema y dejar que &l polvo
se volatilice por completo. En este punto puede
introducirse vapor de agua como fuente de hu-
medad. 6. Cerrar el sistema y desconectar la
bomba de vacfo, 7, Dejar las placas en contacto
con el gas por 24 horas, luego sacar la carga y ai-
rearlas por 24 horas. 8. Montar un control de es-
terilidad.
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RESULTADOS
TABLA No, 1

INHIBICION DEL CRECIMIENTD DE B SUBTILIS

Grames ds parsformaidebido/pled
Perfodo de Contacto | 03¢ t0g 204
sSV.] Cv.] sV. JSV.ITV.
4 horay + |+ NAJNR| NA NA.
8 horas + + N.R.| N.R.| N.R.| N.R.
24 horas + + + |+ - -
SIMBOLOGIA:

{+): Cracimisnto sn calda tripticass - soya

{—):  No se observé crecimianto

S.V.: Entayo sin usar vapor de sgue

C.V.: Ensavyo introdutisndo vapor de agua

N.R.: No se reafizd of anseyo bejo esas condicionss, sinc gue s¢
sumanth ol perfodo de contacto.

DISCUSION

Los resultados presentados muestran que
las placas de pldstico pueden esterilizarse con gas
formaldehido obtenido a partir del compuesto
solido p-formaldehido. Se observa como el éxito
de ia esterilizacién depende de {a cantidad de
pformaldehido, de la humedad relativa, del va-
cfo y tiempo de exposicidn, Esos factores deben
considerarse muy bien cuando se establece el
protocolo para la descontaminacion para si ase-
gurar {a efectividad del procedimiento. EJ factor
mds critico es la introduccion de vacfo en el sis-
tema, debido al escaso poder de penetracidn del
gas formaldehido. En cuanto a la cantidad de
p-formaldehido usada, es importante resaltar que
los cdlculos no coincidieron con los de otros au-
tores {7}, pues mientras ellos tograron buenos re-
suitados con 0.3 g por pie cubico de capacidad,
en nuestro caso fue necesaric aumentar la canti-
dad hasta 2.0 gramos suponemos que esto se de-
bi¢ a deficiencias en el sistema de cierre hermé-
tico o a la forma de introducir el formaldehido
sin una condicion especial. Como se apreciaen la
tabla de resultados, con 2.0 g por pie, se logrd
esterilizar bajo dos condiciones: con vapor de
agua y sin €ste, lo que pudo haberse a que la so-
lucién de sulfato de amoenio que se introdujo en
todos {os ensayos, dio en ambas condiciones la
humedad necesaria {600/0) 0 mds). Por 1o tanto
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podemos concluir gue la influencia del vapor de
agua en el proceso no es importante si se utilizan
2 gramos de p-formaldehido, y que por el con-
trario complica técnicamente el sistema. En au-
sencia de la solucién saturada de suifato de amo-
nio, es recomendable el uso de vapor de agua. En
cuanto al perfodo de aireamiento se escogieron
24 horas por la comodidad de las jornadas de
trabajo y por la seguridad de que en ese tiempo
se eliminen los residuos del gas, lo cual se prueba
montando controles de bacterias. Utilizamos tres
controles: Escherichia celi, Staphylococcus au-
reus, y Pseudomonas las cuales se sembraron por
duplicado en platos de vidrio estériles y de plds-
tico esterilizados por el método en estudio. Es
necesario este perfodo de aireamiento pues los
residuos de gas son irritantes para las personas y
pueden ejercer un efecto inhibitorio residual so-
bre el crecimiento de bacterias hasta por mds de
una semana dandola falsa impresion antes de ese
plazo, que ia esterilizacion tuvo éxito. El sistema
tiene ventajas y desventajas, segun las circunstan-
cias en que se aplique; como ventajas estd el bajo
costo del esterilizante, el tratarse de un sistema
ficil de montar, no necesita personal especializa-
do y garantiza la reutilizacién a largo plazo de
las placas de petri pldsticas, que luego de 24 ho-
ras de aireamiento ya pueden reusarse, Conside-
ramos desventajas: a. El uso indispensable de va-
cfo, pues requiere un aparato relativamente ¢os-
toso. b. Ei perfodo prolongado de contacto con
el gas formaldehido en comparacion con el oxi-
do de etileno. c. El olor irritable del gas formal-
dehido. El funcionamiento de este sistema de es-
terilizacion permitird el ahorro en la compra de
placas de petri pldsticas, que por un largo tiempo
se someterfan a ciclos de uso, descontaminacion
y reutilizacién como sucede con las de vidrio.
Comao son ldbiles al calor solo pueden esterilizar-
se con sustancias gaseosas y el formaldehido re-
sultante de {a despolimerizacion del p-formalde-
hido es mucho mds barato que el otro esterili-
zante de eleccion para artfculos de plastico, que
es el gas Oxido de etileno, Ademds el método
puede llevarse a zonas alejadas del pafs, pues es
ficil adoptar un recipiente hermético como ci-
mara, ya sea un autoclave en desuso g un esta-
fidén que selle correctamente.

RESUMEN

Se describe un método para la esterilizacién
gaseosa de placas de pretri plasticas usando gas
formaldehido obtenido a partir de p-formaldehi-
do. Existe una serie de variables para el éxito del
proceso como son {a aplicacién de vacfo, el tiem-
po de exposicidn de las placas al gas, la humedad

relativa y la concentracidén dei gas dentro de la
cimara de esterilizacion. E! procedimiento es-
senciflo y emplea un equipo mfnimo, por lo que
podria efectuarse en la mayorfa de laboratorios
bacteriol dgicos.
SUMMARY

We describe a method for the gaseous steri-
lization of plastic petri plates that uses formalide-
hyde gas that has been obtained from p-formal-
dehyde. There are a series of variables necessary
for the success of this method such as the use of
vacum, exposure time of the to the gas, relative
humidity and gas concentration within the ste-
rilization chamber. The procedure is simple and
has the advantage of using little equipment, the-
refore, it could be perfomed in most bacteriolo-
gical laboratories.
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