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ESTERILIZACION
(Preparacion de Bioindicadores para esterilizacion)
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INTRODUCCION

El término de ESTERILIZACION (6), (7) se defi-
ne en general como el proceso por el cual se elimina toda
forma de vida, por lo tanto en un producto estéril debe
garantizarse la ausencia 1otal de organismos viables, inde-
pendientemente de que sean bacterias, hongos o virus v
del método por ef que se reatizd fa esterilizacidn, Puesto
que hay diferentes formas de esterilizar basadas en méto-
dos fisicos (calor hlmedo, seco, radiaciones ionizantes,
filtracidn, etc.) o ratamiento con agentes quimicos {éxi-
do de etileno, formaldehido, etc.), el que se realiza me-
diante el calor por vapor bajo presién es el més prictico
y el més accesible en nuestro medio. {4), (7). Dado que
la esterilizacidn es de practica rutinaria en los campos de
Microbiologia, Medicina, Farmacia ¢ industrias, es indis-
pensable que este proceso sea llevado a cabo por perso-
nal bien entrenado v que a ademis sez controlado y
comprobada la efectividad del proceso, Uno de los méto-
dos mids efectivos para realizar controles adecuados s el
empleo de preparados bioldgicos conocidos como indica-
dores biololdgicos (2], (5}, Estos controles pueden con-
seguirse comercialmente y también pueden ser prepara-
dos en un Jaboratorio bacteriologico siguiendo un proce-
dimiento como ef que se describird mas adelan e,

MATERIALES Y METCDO.

Ampollas comerciales: Se usaron ampollas marca
Proof de ia casa Amsco que contienen cada una un disco
impregnado de esporas de Bacilius subtills var. globigh,
Dentro de estas amipollas viene también el medic de cul-
tivo requeride para la germinacidn de las esporas. {1},
(3). Papel de filtro: las cuadritos que se impregnaron de
esparas fueron cortados de papel de filtro. Botellas de
Roux: Lievan un medio apropiado para la formacion de
espora gue consiste de agar nutritivo mas 0.01% de suifa-
o de manganeso. {8). Placas de petri pidsticas: Contie-
nen en su interior agar nutritivo, Tubos estériles: Contie-
nen en su interior caldo tripticase soya. Otros articulos:
Una cdmara de incubacién a 37°C, un homo, un bafio
maria a 80°C, una micropipeta automatica, refrigerador,
portacbjetos, microsCopio, juego de colorantes para la
tincidn de gram. Otros artfoulos estériles: Entre ellos se
encuentran perlas de vidrio, pipetas de 10 ml,, tubos de
rosca, agua destilada o solucion salina,
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Procedimiente para la preparacién de Bicindicadores
Bidlagicos,

T— Preparar fos cuadros del papel de filtro que serin
impregnados posteriormente Con esporas, En este caso se
cortaron cuadritos de un cm, por un cm. de kado, éslos
se guardan en frascos de vidrio con tapdn de rosca para
ser llevadas a esterilizar posteriormente. 2— Colocar uno
o mads discos comerciales de esporas de B. subtilis var.
globiglt a germinar en caidos tripticase- soya a 37°C.
Comprobar por tincidn de gram la cantidad de formas
vegetativas a las 24 horas, (4). Si no hay gran predominio
de bacilos sobre las esporas se incuba por mis tiempo.
3— Preparar las botellas de Roux con el medio apropiade
para la formacidn de esporas (8) y a partir de! caldo de
germinacién inccular 1 mi del crecimiento en 1a botella
de Roux e incubar a 37°C. Dejar por 5 a 7 dias para
lograr el miximo de esporulacidn, 4— Hacer tincidn de
gram y cuando hay aproximadamente un 90% de formas
esporuladas, se procede a extraer el crecimiento de la
botella iavando ef mismo con una pequefa cantidad de
solucion salina o agua destilada estéril. Ademds se intro-
ducen en la .botella unas perlas de vidric estériles para
homogenizar fa suspension de esporas e impedir que se
formen grumos. Posteriormente se extraen 10 mi. v se
introducen en un tubo de rosca estéril. 5— Como no se
conoce la concentracién real de la suspensidn, se calcula
que estd entre 1079 y 102 esporas por milflitro {8) y a
partir de ése ciiculo se hacen diluciones seriadas: primero
una ditucion 1:100 de fa suspension madre, usando agua
estéril, Esa primera dilucion se calientz en bafio marfa a
80°C por 5 minutos para destruir fas formas vegetativas
que existieran {6}, {8), Enfriar y a partir de ella montar
dilucicnes seriadas hasta calcular una concentracion de

1 por mh 6— Sembrar por vaciado (4), (7}, empleando
como medio agar nutritivo, en este punto se escogen las
diluciones que se supone darin una concentracion de
108, 10°, 104, 103, 102, y 10 esporas por ml. 7~ lacu-
bar los platos 2 37°C por 48 hosas v al cabo de ese
tiempo hacer conteo de colonias, luego se estandariza fa
suspensidn vy la cantidad de esporas que va a ser inocula-
das en (oS cuadros de papel de filtro, En nuestro expery-
mento abtuvimos una concentracidn en ef cultivo madre
de 8.3 X 107 esporas por ml. 8— Escoger fa cantidad de es-
pora que tendrd cadacuadro control. En este caso elegimos
una cantidad del orden de 105 por cuadrito (5), paralo
cual se diluyd la suspension madre 1:100 y luego 1:2

quedando una concentracidn final de 4.15 x 107 espora
por mi. Como a cada cuadro se le colocéd una gota de
0.02 ml. {equivalente 3 una dilucién de 1:50)) la canti-
dad final de esporas en el trozo de papel fue de 8.3 x
10%, que es lo que corrientemente traen los controles
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comerciales (5). 9— Con pipeta automitica que de 0.02
mi., se inoculan todos los cuadritos previamente esterili-
2ados y secados al horno, 10— Secar los cuadritos a tem.
peratura ambiente por varias horas, posteriormente in-
troducirios en frascos estériles y conservarlos en refrige-
racidn. 11— Montar un control de viabilidad de los cua-
dros inoculados, sembrando en caldo tripticase soya,
incubar por 7 dfas a 37°G. {5), {8).

Esquema de diluciones

10101012 ———— \imites de concentracion inicial
1:100 '

1081010
diluciones seriadas

109-108--107— 106105104 —103 102 10" —10° espor

sembrar 0.1 mi {1:10) de las siguientes con.
centraciones.
105-105104—103-102-107~10° esporas/M..
incubar a 37°C por 48 horas
83 colonias ~——— 10°

Ciculo de ta concentracion inicial real de esporas/mi:

Dilucidn= Concentracién final b=
Concentracibn inicial Ci

factor de dilucidn ———— 105 x 102 x 101 =108
dilucion = 108
conteo de colonias = 83

108 = 83
Ci

Ci= 8.3 x 10? esporas/mi.
Cilculo de Ja concentracidn de esporas por cuadro:

83x10°
1:1008.3x 10

8.3x 107
1:2
4.15x 107
1.50
8.3 x 105 esporasfcuadro,

Discusion

Los test de esterilizacion son el dnico cami.
no gue nos dice si el esterilizador e5td trabajando bien, o
si la carga estd estéril, Hay controles mecdnicos que vie-
nen a actuar como indicadores fisicos, farman parte def
equipo y nos ayudan pero no dan un pardmetro exacto
de esteritizacion, por ef.. encontramos termdmetro, ma-
nometros, crondmetros, etc. Los aparatos usan dos tipos
de indicadores: Qufmicos y Biologicos.

Indicadores Quimicos: Son discos de papel impreg-
nados con sustancias qufmicas que cambian de color
ante el agente esterilizante. Una de las grandes desven-
tajas del indicador quimico es el que solo nos indica una
condicidn presente: la esterilizacidon implica cierta con-
centracion del agente, hdmedad, temperatura, y tiempo,
si varfa una de esas condiciones, el indicador falla y se
vuelve inexacto aunque las demés condiciones estén fun-
cionando bien, por lo tanto este tipo de indicadn solo
nos dice que el aparato se expuso a las condiciones apti-
mas de trabajo vy se controlz mediante cambios de color
del papel. {2), {5).

Indicar Biologico: Se puede llevar a cabo de varias
formas: 1— Por un método directo que implica colocar
muestras a cultivar en un medio fquido como caldo de
tioglicolato, de saboureaud, etc., posteriormente se este-
rilizan y luego se cultivan nuevamente en los medios
apropiados segln ¢! microorganismo; la ausencia de cre-
cimiento implicarfa esterilidad, sin embargo este método
es inadecuado en la prictica porque los materiafes son
irregulares en forma v tamafo e inconvenientes de mani-
pular, 2— Contro} Biolégico: es el métado de controt de
esterilidad mis correcto. Se basa- en &l uso de microor-
ganismos vivos que se someten a fas mismas condiciones
del medio requeridas para su destruccion, Los microorga-
nismos se depositan sobre un substrato acarreador v son
el tnico indicador confiable de ser susceptible o verse
afectado por variables de toncentracidn, temperatura,
humedad y tiempo. Los papeles se impregnan con bacte-
rias o esporas con una pobjacion conocida, se colocan
dentro de los paquetes antes de Hevarlos a esterilizar,
posteriormente se remueven asépticamente {4} y se
transfieren a un medio de incubacidn adectuado segin el
microorganismo empleado y si no crecen en un perlodo
de 7 dias, el material se considera estérii. {5, (8). EI
control bioldgico en cuanto a su preparacidn reguiere de
cuidadoso control sobre 1z seleccidn del microorganismo,
medic de crecimiento y poblacion empleada, por ej: se
puede usar Bac/llus subtilis var. globlgll, Bacillus cereus,
Bacillus stereathermaphillus, Escherichia coli, etc, Se re-
comienda usar esporas de 8. subtilis por su ficil manejo,
es una de las més resistentes que existen, crecen ripida-
mente sobre medios ordinarios y pueden ser facilmente
indentificables por el pigmento anaranjado cuando cre-
cen sobre superficies de agar sdlido. {5}, La poblacién de
células o esporas debe refacionarse estrechamente con ef
probable nivel de contaminacidn de los articulos, la con-
taminacion “normal™ de articulos limpios y cuartos
secos anda entre unos cientos hasta veinticineo mil bac-
terias, (5}, (7). Sobre esta base el control biotégico debe
contener una poblacién alta de microorganismos prove
yendo un factor de seguridad, se recomienda una pobla-
cibn entre 10° y 106 esporas viables {5}, Los materiales
utilizados en 1a preparacién de los Bioindicadores son
accesibles para 1a mayorfa de los laboratorips bacteriolé-
gicos quienes pueden hacer realidad el uso de los mis-
mos.
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Resumen,

Los indicadores qufmicos usados como control de
esterilizacion son uno de los métodos mis frecuentemen-
te usados en nuestros laboratorios sin embargo éste es un
mélodo inexacto puesto gue un cambio de color en fa
tira del control quimico es 1a Unica prueba de esterilidad;
en realidad solo est4 hecho para cambiar de color ante Ia
presencia del agente esterilizante tin tomar en cuenta
otros factores importantes como son humedad, concen-
tracidn dei agente, temperatura y tiempo. Para garantizar
la verdadera efectividad de la esteritizacidn, se describe
un método para la preparacion de Bioindicadores a base
de microorganismos viables (esporas) que totna en cuen-
1a todas (as variables anteriores y que nos indica reaimen-
te si el esterilizador estd trabajando bien o si fa carga estd
estéril,
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