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GLOSARIO
Valor-D: es el tiempo reguerido a cualquier ternperatura parza destruir el 90% de
los organismos.(pag. 21)

Nivel de Garantia de Esterilizacion (SAL por las siglas en inglés de “sterility
assurance level”): La definicidn de esterilidad incluye la probabilidad de que una
espora sobreviva al proceso de esterilizacién y debe ser de 0.0600001. (ver tabla
5).

ABREVIATURAS

SIGLAS
ATCC: american type culture collection.

CDC: Centers for Disease Control.
FDA: Food and Drug Administration.
IB: indicador biolégico.

OMS: Organizacion Mundial del la Salud
Rk radiacion infrarroja.

UFC: unidades formadoras de colonias

var,: varetas.

UNIDADES
°C: grados celcius.

g: gramos.

h: horas.
kg: kilogramos
nm: nandémetro.
W.ricrémetro

mi: mililitro.
pl: microhitro,
min.: minutos.
s! segundaos.,

V: volts.



RESUMEN
Los equipos de esterilizacion deben ser evaluados bajo pruebas que demuestren

su funcionalidad y eficacia. Los fabricantes no pueden hacer pruebas arbitrarias.

Objetivo: este estudio esta basado en evaluar el perfil de letalidad de un equipo de

esterilizacion (IRX-2000), que funciona por medio de radiacion infrarroja.

Evaluacion: en las pruebas de uso simulado y valor D se usé una suspensién de
1.06 + 0.3 x 10° de esporas Baciflus subtilis (ATCC-9372) en 5% suero bovino, las
cuales se colocaron en acarreadores

Uso simulado. Ciclos de esterilizacién se completaron y fos instrumentos
acarreadores fueron inmersos en caldo de soya tripticaseina por 120 h a 37°C.
Determinacion Del Valor D. La letalidad de la radiacion infrarroja fue evaluada en
intervalos de 30s de 2 a 4% min. Las esporas fueron suspendidas, sembradas e
incubadas 120 h a 37°C, se realizé enumeracidn directa de ios sobrevientes y los
resultados se expresaron como unidades formadoras de colonias (UFC)

Resultados en todos los instrumentos expuestos a radiacion infrarroja en la
prueba de uso simulado (n=50) no hubo crecimiento, mientras que los
instrumentos control (n=30) mostraron crecimiento,

En la prueba para determinar el valor D, el nivel de garantia de esterilidad (SAL
por sus siglas en inglés), se obtiene desde el arranque después de los 8 min 40 s
de exposicion. El valor D del {RX-2000 es de 0.56, y 1a curva es -1.76 {r=-0.99741;
r* =0.994835; DF=1; F radio=20415.22; P<0.0001).

Conclusiones: estos resultados sugieren que el prototipo IRX-2000 es capaz de

destruir esporas B subtiffs.



CAPITULO |
INTRODUCCION

1. ESTERILIZACION
La esterilizacion del instrumentai es fundamental para el control de infecciones en
los ambientes clinicos Por ello, el odontdlogo debe saber que los ciclos de
esterilizacion son falibles y fallan con frecuencia

L a esteriiizacién es el uso de procedimientos fisicos ¢ guimicos, con el fin de
destruir toda forma de vida microbiana, incluyendo endoesporas bacterianas
atamente resistentes”.

El proceso de esterilizacion debe de realizarse respetando los parametros del
aparato esterilzador (temperatura, tiempo, presion), para minimizar el riesgo de
que la esterilizacion falle

Dentistas y Médicos deben evitar que los instrumentos no desechables transmitan

infecciones de un paciente a otro (infecciones cruzadas)®.

1.1. Clasificacion del instrumental
Un problema que se presentd por muchos afios fue gue los términos desinfeccion
y esterilizacién eran considerados similares, y muchos profesionales de la salud

usaban desinfectantes para procesar todo su instrumental.

Por Io tanto, en 1872, Spaulding, cred un sistema para identificar el tipo de
instrumental que se va a estenlizar y el que se puede desinfectar, este sistema fue
adoptado por ta CDC? vy la OMS* afios méas adelante

E! instrumental fue clasificado en tres categorias. critico, semicritico y no critico
(Tabla 1)



TABLA 1

SISTEMA SPAULDING
CATEGORIA INDICACIONES PROCESO
Instrumental gue penetre en tejidos
Suaves o hueso: Forceps, Bisturi, .
CRITICO . ) Esterilizacién
Lima para hueso, Curetas, tijeras para
Encia.
Esterilizacion, sin
embargo, siel
Instrumental que no penetra teiidos .
instrumento puede ser
Suaves o hueso pero que hace contacto _
SEMICRITICO ) danado por el calor,
Con mucosas: Espejos dentales, )
sera procesado con un
Condensadores de amalgama. .
desinfectante de alto
nivel germicida.
lavado con agua y
instrumentos que solo tocan piel y no detergente , seguido
NO CRITICO | Mucosas: Componentes externos del por desinfectantes de
Aparato de rayos X nivel germicida
intermedio




La posible diseminacién de enfermedades en el entomo clinico, ha provocado que
los pacientes se preocupen por la esterilidad en los instrumentos y el manejo de
los mismos.

1.2. Procedimientos para la esterilizacion
El cirurano dentista debe seguir un protocolo para esterilizar y asi evitar la posibie

transmisién de enfermedades con el instrumental.

Los pasos que se recomiendan seguir son:
PRE-LIMPIEZA: La eliminacién de residuos del instrumental a procesar, facilita en

gran medida la esterilizacién.

EMPAQUETAMIENTO: El instrumental al ser empaquetado es protegido de la

recontaminacion, facilitando su transporte y almacenado.

ESTERILIZACION: Algunos de los métodos con lo gue obtendremos la
esterilizacidn son el homo de calor seco, el autoclave (Vapor de agua a presion), y

el Chemiclave™ (Vapor quimico a presion).

MONITOREQ: Consiste en verificar el correcto funcionamiento de los procesos de

esterilizacion utilizando indicadores bioldgicos.

Es frecuente que los pacientes pregunten como es esterilizado el instrumental y

como funcignan los métodos por los que se lleva a cabo.

1.3 Métodos de esterilizacion
Los métodos mas utilizados en odontologia que logran la destruccién de todas las

formas de wvida microbiana, incluyendo esporas son:



El horno de calor seco: los mas comunes consisten en cdmaras metélicas que
contienen resisiencias eléctricas las cuales generan calor, el aire caliente se
transmite a los instrumentos causando la muerte de los microorganismos.

En México es el método de esterilizacion mas utilizado en los consultonos

dentales®®7.

El vapor de agua a presion (autoclave): Este equipo funciona mediante vapor de
agua, al cual se exponen todas las superficies de los instrumentos, facilitando ta

destruccién de los microorganismos.

El vapor guimico saturado {Chemiclave™): Este método, es muy similar al
autoclave pero, en vez de utilizar agua destilada uiiliza una solucién quimica de
alcohol, formaldehido, quetona, acetona y agua para producir el vapor

esterilizante.



Fig. 1 Esteritizador De Calor Seco

Fig. 2 Autoclave



Fig. 3 Chemiclave™



Los parametros con los cuales trabajan los equipos de esterilizacion, son

establecidos para su aptime funcionamiento, (Tabla 2)

TABLA 2
COMPARACION DE LAS CONDICIONES ESTANDAR DE LOS METODOS DE
ESTERILIZAGION

METODO TEMPERATURA TIEMPO PRESION
160°C = 320°F 2 HORAS

Calor seco (Horno}
170°C = 340°F 1 HORA
Vapor de agua )
. 121°C = 250°F 15-20 Min 15 psi

a presion

134°C = 273°F 3-5 Min 30 psi

{Autoclave}

Vapor quimico
a presion 137°C = 270°F 30 Min 20 psi
(Chemiclave™)




Los ciclos de esterilizacidén pueden variar debwdo al tamafio de {a carga, la
envoltura y la naturaleza de los materiales a esterilizar®. Los datos aportados no

incluyen un periedo de calentamiento.

El éxido de etileno y el plasma ionizante son otros métodos de esterilizacion, sin

embargo, no son de uso comin en odontologia.

1.4 Fallas en los ciclos de esterilizacion
Es importante saber que los ciclos de esterilizacion no son infalibles y que muchas
de estas fallas son provocadas por error humano, debido a no tener {os suficientes
conocimientos sobre la correcta aplicacion y las limitaciones de!l proceso de

esterilizacion.(Tabla 3)

i



TABLA3
PRINCIPALES CAUSAS DE FALLA EN LOS CICLOS DE ESTERILIZACION °

Lavado inadecuado del instrumental

Los matenales bioldgicos, como sangre, saliva y tejidos, asi como los restos

de materiales dentales pueden aislar y proteger a los microorganismos

Mala envoltura del instrumental

Material de envoltura inadecuado: evita la penetracion del agente esterilizante.
Envoliura excesiva: retards la peneiracion del agente esteriizante.

Envoltura en tela: inadecuada para Chemiclave™  pues absorbe los productos
quimicos y evita su vaporizacion.

Contenedores herméticos en vapor a presién: evita el contacto directo con e
agernte esterilizante

Carga inadecuada del equipo

Sobrellenado: aumenta el tiempo de calentamiento y retarda la penetracion del
agente esterilizante al centro de ia carga.
Mala cotocacion de los paquetes de instrumentos: el espacic entre los

paquetes permite la circutacion uniforme del agente esterilizante.

Tiempo insuficiente a temperatura requerida

Programacion incorrecta del equipo.

Contar el "catentamiento” como parte del “tiempo de esterilizacion”
Abrir la puerta del equipo una vez iniciado el ciclo

Mal funcionameento del contador de tiempo.

Interrupcién inadvertida del suministro eléctrico.

Temperatura insuficiente

Programacion incorrecta del equipo.

Mal funcionamiento det equipo: fugas de calor 0 presion por empagues
defectuosos.

Mal funcionamiento de los mandmetros: las lecturas no representan las

condiciones internas del equipo




CAPITULO Il

2. VERIFICACION DE LA ESTERILIZACION
Para identificar las fallas en los ciclos de esterilizacion se realiza la verficacién
penadica.

Existen métodos para vigilar el funcionamiento correcto del esterilizador:

La venficacion fisica (fermdmetro),

Pruebas fisico-quimicas (integradores de proceso) y

Los indicadores biologicos (1B)

Con los cuales se proporciona un control de calidad en los ciclos de esterilizacion.

2.1. Verificacion fisica
Es la observacion de los crondmetros, fermometros y manometros, registrando el

tiempo, la temperatura o la presion'®

2.2.Pruebas Fisico-Quimicas
La supervision fisico-quimica del cicio de esterilizacion, se realiza con indicadores
sensibles al calor que cambian de color. Entre ellos encontramos las cintas,
etiguetas y envolturas marcadas que cambian de color luego de exponerios al

calor.

El uso de este fipo de indicadores sirve para diferenciar &l instrumental gue ya ha
sido procesado del gue adn no lo estd y no son una prueba de esteritidad®.

Los integradores de proceso, comprueban que ei proceso de esterilizacion aicanza

y se mantiene a una determinada temperatura.

2.3. INDICADORES BIOLOGICOS
Los B se componen de esporas bactenanas del género Baciflus, el cual se

encuentra en una forma no germinativa''



Las esporas al no ser patégenas para el ser humano y por la resistencia que
tenen a los procesos de esterilizacién, es ef unico método seguro con gue el
Cirujano Dentista cuenta como Unica prueba de que su instrumental fue

esterilizado.
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2.3.1. Organizaciones que sugieren el uso de los 1B
Algunas organizactones sugieren el uso de IB para verificar que un ciclo de
esterizacién es el adecuado, entre elias encontramos las siguientes:
1. La Asociacion Dental Americana (ADA)Y',
2. La Organizacidn para ia Seguridad y los Procedimientos de Asepsia
(OSAP, por sus siglas en ingles)',
3. Los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades CDGC (por sus
siglas en inglés)3,
4 La Asociacion para el Avance en |a instrumentacion Médica (AAMI, por sus
siglas en inglés)™.

La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM)' y la Farmacopea de
los Estados Unidos de Norteamérica (USP)'® indican la verificacidn bioldgica en
los ciclos de esterilizacion.

2.22 Usodelos IB
En los procesos de esterilizacion por vapor se emplean esporas de cepas Baciflus
stearcthermophilius (ATCC 7953), debido a |a resistencia que presentan a esta
forma de esterilizacion.

En fos procesos de esterilizacion por calor seco u éxido de etiens, se emplean
esporas de Bacillus subtilis (ATCC 27142),

Los IB consisten de ampolletas o tiras que contienen una cantidad conocida de
esporas*®

La Norma Oficial Mexicana para la Prevencidn y Control de Enfermedades

Bucales(NOM) sugiere que se debe verificar los ciclos de esterlizacion una vez al

mes’’.



Los testigos bioldgicos son colocados en conjunto con el instrumental y sometidos
al ciclo de esternhzacion.

El'lB se cultiva aerdbicamente en un medio dptimo como es el caldo de soya
tripticaseina para su crecimiento B. subfilis a 37°C y B. stearothaermophilius a

57°C, si existe crecimiento la esterilizacion no fue exitosa.

2.3. Caracteristicas del género Bacillus
Las bacterias de esfe género son baciios gram positivos y son aerobios o
anaerobios facultativos, muchos de ellos se pueden aislar del suelo. Las bacterias
tienen forma de varilla (bacilares), y en su mayoria son moéviles por medio de
flagelos laterales™

Varias especies producen pigmentos que pueden colorear las colonias de amarillo,
rosado, rojo y hasta negro, tales pigmentos son: la pulquerrimina y el acido
protocatético.

2.4, Bacillus subtilis varietas niger.
Las esporas B. subtilis var. niger son empleadas para verificar ios cicles de

esterilizacion por caler seco y éxido de etifeno.

Es un bacilo Gram positivo de 0.7 a 0.8 micras de anchura por 2 a 3 micras de

longitud, con endoesporas ovales y centrales que no deforman a la célula.

El bacilo es cultivado a 37°C, en un ambiente aercbio 6 anaerobio, en agar las
colonias tlenen una apariencia opaca de color crema hasta un ligero café, sise
incuban en caldo nutritive presentan en la superficie una pelicula de color crema y

una ligera turbidez®®,

En el catdlogo de la ATCC corresponde a la cepa numero 9372, y sus
caracteristicas se encuentran en la FEUM' y USP*®

16



Fig. 6. Bacillus subtilis var. niger, correspondiente a la ATCG{9372)



El uso frecuente de los IB y con resultados de no crecimiento, nos da segundad de
que la esterilizacién se esta haciendo de forma adecuada, en gran parte depende
de gue no s¢ modifican los parametros de proceso {temperatura, tiempo, presién),
con los que el aparato debe trabajar normaimente.

Los pardametros de proceso se determinan a partir de pruebas, con el fin de
obtener seguridad y funcionalidad en el aparato esterilizador.



CAPITULO 1Y

3.1. REGULACION DE LOS EQUIPOS DE ESTERILIZACION
En los Estados Unidos la Administraciéon de Drogas y Alimentos (FDA por sus
siglas en inglés) regula la introduccion de equipos médicos dentro del comercio.
Antes de poner a |la venia un aparato de esterilizacién, debe de someterse a
pruebas de notificacion [510{k)]*’,

La FDA clasifica a 10s equipos de esterilizacion en tres clases:

Clase I. Aquellos aparatos utilizados en el ambito hospitalano (cuarios para
esterilizado).

Clase IL. En esta clase se encuentran el calor seco, el vapor y el 6xido de etileno.
Una tecnologia nueva semejante a alguna de estas, puede ser considerada dentro
de esta categoria.

Clase H. FDA dispone esta clasificacion para tecnologias creadas en un futuro y

que no se asemejen a los tradicionales.

3.2, Pruebas Organicas
Para evaluar un proceso de estenlizacion se recormienda usar el organismo mas
resistente utilizando una concentracién inicial de 10° UFC(Unidades formadoras
de colonias). Tipicamente, el organismo mas resistente al proceso de

esterilizacién, se identifica con la determinacton det valor—D

TABLA 4
ORGANISMOS PRUEBA PARA ESTERILIZADORES CLASIFICADOS |
ESTERILIZADOR ORGANISMO
*"VAPOR Bacillius stearcthermophillus (ATCC 7953)
*CALOR SECO | " Bacillus subtilis var. niger (ATCC 9372 6 19659)
[ *OET | “Bacilus subtils var. niger (ATCC 9372 6 19659_)'—j

Si el organismo mas resistente no es identificado, el perfil de la letalidad bioiogica

de un aparato no tradicional, puede ser evaluada con organismos prueba.



3.2.1.0rganismos prueba para aparatos de esterilizacién no Tradicionales
A. Esporas bacterianas
- Bacillus subtilis var niger (ATCC 9372 6 19656}
- Bacillus stearothermophiilus (ATCC 7953)
- Clostridium sporogenes (ATCC 3584)
B. Mycobacteria
- Mycobacterium tuberculosis var. bovis
C. Virus no lipidicos
- \irus de ia Polio tipe i
D. Hongos
- Tricopfiyfon mentagrophytes (con Conidia)
E. Bacteria vegetativa
- Staphylococeus aureus
- Salmonella choleraesius
- Pseudornonas aeruginosa
F. Virus lipidicos

- Herpes simplex

3.3. Evaluacién
Los fabricantes de “esteriiizadores” no pueden hacer pruebas arbitrarias. Por io
tanto, La FDA presenta la gufa de pruebas que determinaran si ef aparato

esteriliza.

En México la NOM para la prevencion y Control de Enfermedades Bucales en su
numeral 5.9 indica. Ei equipo, instrumental, matenal, medicamentos y demas
insumos para la atencion a la salud bucal, deben ser fabricados conforme alo
establecido por las normas nacionales € internacionales y de las asociaciones
reconocicdas internacionalmente, estando sujetas a la observancia y aprobacion de
registro, en su caso, por la Secretana de Salud.

0



Por lo tanto, este estudio se basara en las pruebas de evaluacién que determina la
FDA para un aparato esterilizador

De esta forma se podra especificar los parametros de proceso {trempao,

temperatura) con los cuales el aparato debe funcionar de manera adecuada

3.3.1. Condiciones
La evaluacidn de un esterilizador debe de hacerse con el mayor reto posible, o
sea, con las peores condiciones de carga (demasiado instrumental), o que los
instrumentos selecctonados exhiban configuracion det disefio que provee grandes
retos para la penetracion del esterilizante, ej. Lumen en el instrumento, superficies
unidas, bisagras, cuerdas de torniifo, etc.

3.3.2. Prueba de uso simulado
El perfil de letalidad del aparato esterilizador debe ser probado bajo condiciones
de uso simulado. Las pruebas consistiran en hacer replicas del proceso de
esterilizacién con materiales que son indicados, e.j. metales, polimeros,
elastémeros, resinas adhesivas, papel, eic

Se les coloca un indeoulo de un nimero conocido de esporas (10%) indicadas para

el proceso de esterilizacion, se cotre el ciclo de esterilizacion y se pone a incubar.

Esta prueba se realiza parg verificar que el aparato es capaz de destruir todas 1as
esporas que hayan sido expuestas al proceso de esterilizacion

3.3.3. Determinacion del valor D
Valor-D: es el tempo requerido a cualquier {emperatura para destruir &l 80% de
los organismos®?,
EL valor D de un organismo expuesto a un proceso de estenlizacivn especifico
puede ser establecido por uno o dos métodes, andlisis de la curva de

sobrevivencia ¢ el analisis de fraccion negativa



3.3.3.1. Curva de sobrevivencia por enumeracion directa
La pendienrte es una representacion grafica de la cinética del proceso microbicida,
puede ser trazada minimo sobre 5 puntos de datos. Pendientes separadas podrian
ser establecidas para poder compararlas, una con carga organica y otra con
norganica L.a carga organica sera con 5% de suero bovino vy la carga inorganica

con solucion iscténica.

En este método muttiples pruebas fraccionales son necesarias para obtener
suficientes datos vy asi poder trazar la pendiente, en papel semi—ogaritmico

y=mx+b

Donde:

m = la pendiente de la recta

x = tiempo

y = logaritmo de los nimeros de scbrevivientes
b = el intercepto Y al tiempo cero

Se debe evaluar estadisticamente los datos, usando analisis regresivo (ANOVA)

En la grafica se forma un tridngulo del cual conocemos el cateto (y-y*) el valor D
es el cateto (3°-x"), y fa ecuacién de la recta donde se aloja la hipotenusa es
y=mx+b . La pendiente ‘m" es la constante de muerte (K)

Cualquier ajuste a la curva o anaiisis, elemplo’ pérdida de puntos, debe ser

ampliamente justificado.

El valor D no es valido cuando (1) 1as réplicas son insuficientes (2) la pendiente del

indice de muerte es extrapolada inapropiadamente,



En una prueba inicial con un inoculo de 10° UFC | es recomandable para
mirmmizar el conteo ineficiente por debajo del mivel 102 UFC y para extender ia
linealidad de letalidad mas alta del rango 6log™.

Ejemplo tedrico del trazo de la linea de sobreviviencia
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3.3.3.2. Método de fraccién negativa
Es otra forma para obtener el valor D, usando 1os métodos Stumbo-Murphy-
Cochran, ¢ Spearman-Karber.
El método de la curva de sobrevivencia es un precursor necesario para un analisis
de fraccidn negativa



Tabla b

Ejemplo tedrico del posibie orden de muerte de una poblacién bacteriana

expuesta a un ciclo de esterilizacion

‘ Bacterias vivas Bacterias sot? e:‘ctieftast
MINUTO al iniciar el muertas en un al ff :lv&en es
minuto minuto 90% nal ae un
minuto

1 1,000,000 =500,000 100,000

2 100,000 =80,000 10,000

3 10,000 =9,000 1,000

4 1,000 =900 100

S 100 =80 10

6 10 =5 1

7 1 =0.9 0.1

8 0.1 =0.09 0.01

9 0.01 =0.009 0.001
10 0.001 =0.0009 0.0001

1" £.0001 =0.00009 0.00001
12 0 00001 =0.000009 0.000001




L.a pendiente del numerc de sobrevivientes al ser trazada, tedricamente debe
seguir un orden cinético

La definicidn de esterilidad incluye la probabilidad de que una espora sobreviva al
proceso de esterilizacidn y debe ser de 0.0000001. Esta probabilidad es
expresada como Nivel de Garantia de Esterilizacion (SAL por las siglas en inglés
de “sterility assurance level"y**.

3.3.4. Prueba de comprobacién esporicida
Se debe identificar el organisme prueba mas resistente al proceso de esterilizacion
que se pretenda evaluar.

3.3.5. El proceso de esterilizacion equivalente al tiempo
La resistencia térmica de ios microorganismos es evaluada exporiendo los
organismos prueba a un tiempo equivalente del proceso (vapor, calor seco) a una
determinada temperatura.

Como regla general, si un aparato funciona con temperaturas altas, tiene coma
resultado un alto indice de muertes de microorganismos. Sin embargo, esto es

una forma de utilizar los aparatos de esterilizacion en condiciones extremas.

El proceso, los parametros fisicos y la efectividad microbicida deben ser estables
para mantener condiciones aceptables de letalidad.

3.3.6. Validacion de medio ciclo, punto fina! del total de muertes

Una vez determinado el valor D, la efectividad del proceso debe ser confirmada
con esta prueba. Los organismos prueba, deberan ser colocados en un

acarreador, se corre ¥ ciclo y no debe quedar sobreviviente alguno.

it



3.3.7. Parametros de proceso
Los parametros de procesc para el esternlizador seran establecidos de las pruebas
biclogicas: procesc equivalente al tempo, valor D, pruebas de uso simulado, %
ciclo, prueba de puntos finales y algan factor de seguridad adicional.

3.3.8. Toxicidad del esterilizante y productos del proceso
El esterilizante y/o los productos de esterilizacion pueden ser toxicos. El aplicante
determinard ia toxicidad del esterilizante, 1a naturaleza y & nivel de esteniizacion
de productos.

3.3.9. Artefacto procesado/calificacion del material
En la etigueta de un esterilizador se indican los tipos de instrumentos médicos y/o
el componente material o los productos que sean compatibles con el procesc de
asterilizacion.
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CAPITULO IV

4.1. RADIACION INFRARROJA
Aligual que laradiacion ultravioleta y los rayos gamma, la radiacion infrarroja (RI),
es una forma de energia electromagnética, pero se diferencian por la longitud de
onda, la radiacidn infrarroja tiene una longitud de onda con un rango de 0.7

micrometros a 1000 micrémetros, es mas larga que fa luz visible.

Cientificos dividen ef espectro de Rl en tres regiones. Las longitudes de onda son

especificadas en micrones (simbolizadas y, donde 1u= 10° metros) o en

nanometros (nm) {donde 1nm=10"° metro$=0.0001 ).

w La banda de Rl angosta contiene energia en el rango de longitud de onda
cercana ala visible, de aproximadamente 0.750 a 1.300 p (750 a 1300 nm)

w La banda de Rl intermedia consiste de energia en el rango 1 300 a2 3.000
(1300 a 3000 nm).

w Labanda de Rilarga se extiende de 2 000 a 14 000 y (3000 m a 1 4000 x 104
nmj.

Ef infrarrojo tiene una variedad de usos, entre ellos encontramos:
Control remoto de la TV
Detectores de invasion
Defectores de movimiento
Detectores de fuego
Sistemas de visidn nocturna
Sisternas para guiar misiles

4.2. EQUIPO IRX-2000
El equipo IRX-2000 es un protatipo creado con la finalidad de esterlizar
instrumental médico y dental, en un ciclo corto

En el exterior del gabinete se localizan tres controles que tienen iuz incicadora y el
circuito de poder.



Consta de una charola fabricada de una malia de acerc inoxidable muy fina para
minimizar la interferencia de la transmisién de la radiacion, en donde los
instrumentos son colocados para ser procesados y faciiite su traslado al interior
del aparato

El aparato funciona como un artefacto dptico, con una cdmara interna disefiada
para tener efectos dpticos en la zona de esterilizacion (similar a una camara
optica), es de aluminio pulido y por lo tanto se produce el reflejo de la radiacidn
gue emiten los materiales cerdmicos.

El aparato utiliza tres elementos ceramicos en forma de tubo, que cuando
funcionan transforman el calor a radiacién infrarroja en una banda de onda
angosta, la cual es emitida en forma de pulsos.

.a radiacién afecta a los objetives organicos de dos maneras:

1. Al emitir la radiacién en forma de longitud de onda resonante, penetra en
las moléculas de agua de la membrana celular de los organismos
rapidamente provocandoles calor, hasta vaporizarlos. El vapor que se
produce se expande hasta que la membrana celular explota, con esto se

completa la destruccion del organismo y se evita su reproduccion.

2. La radiacion infrarroja con su longitud de onda resonante, afecta en los
organismos los caminos por donde se reproducen y asi destruir 1as uniones
moleculares. Estos efectos detienen los procesos de division celular y
reproduccion.



Fig.7 Aparato de esterilizacién IRX-2000
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4.3. Indicaciones del fabricante
431.Uso
Dentro de las indicaciones esta la destruccion de bactenas, hongos y virus, en
menor tiempo que ofros métodos

La esterilizacién de instrumentos médicos y dentales. El fabricante determiné que
los instrumentos deben ser lavados, limpiados de cualquier carga orgéanica e

inorgénica y secados antes de ser procesados

4.3.2. Caracteristicas de operacion
E} fabricante ha pre-programado los pardmetros de proceso con un ciclo estandar
de 25 min. y una temperatura de 180-180° C.

ElRX-2000 operaa 118 V, y puede colocarsele 1 kg de instrumentos, distribuidos
en cuaiguier parte de la charola.

4.4, Clasificacion del aparato
Los aparatos clase I segin la guia de FDA, incluyen los estenlizadores de calor

seco, vapor y el 6xido de etileno y son 10s Gnicos idenfificados en esta clase.

Una tecnologia nueva de calor seco, vapor y oxido de etileno pueden ser
equivaientes a los especificados en la clasificacion. Un esterlizador usado con
tecnclogia diferente, js microondas, plasma, etc , puede ser equivalente a uno de

la clasificacion ¢ a cualguier otro esterilizador legalmente comercializado.

Solamente para propdsitos de evaluacion, ia tecnologia del IRX-2000 sera

considerada como equivalente ai calor seco (aparato clase i)



CAPITULO V

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el mercado exisien diversos aparatos que sirven para esterilizar el instrumental
medico y dental, estos trabajan con parametros de proceso establecidos mediante
pruebas que comprueban su funcionalidad.

E! equipo IRX-2000 es una tecnologia nueva, gue pretende esterilizar el
instrumertal médico y dental, por lo tanto, debe ser evaiuada con las pruebas que
presenta la FDA, para poder establecer los pardmetros de proceso con los que
debe trabajar el aparato.

Debido a Io anterior surgen las siguientes preguntas de investigacion
¢ El aparaio de esterilizacion iRX-2000 destruye Bacillus subtilis?
Qué valor-D tiene el ciclo de esterilizacion del [IRX-20007

¢ Qué duracion tiene et ciclo de esteritizacion (SAL 10°)?

JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Este estudio aportara conocimientos sobre la evaluacion que se debe realizar en
un aparato de estenlizacion que pretende ponerse a la venta, como una nueva
tecnologia.

De una bateria de pruzsbas sélo se realizaran la de uso stmulado y la prueba para
determimar el valor D, con asto se obtendran los parametros de proceso con los
que el IRX-2000 funcionara de manera adecuada.

El uso simulado, garantizara que el aparato destruye esporas, sin embargo, para
determinar el téempo en el que se realiza, se obtiene el valor-D para tener un

registro del ritmo destructivo del proceso de estenlizacion y obtener el SAL.



HIPOTESIS

Hipotesis de trabajo

H. “E! prototipe IRX-2000 es capaz de destruir 8. subtills en las diferentes pruebas
que indica FDA".

Hipdtesis nula
He “El prototipo IRX-2000 es incapaz de destruir B. sublilis en las diferentes
pruebas que indica FDA™.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la capacidad destructiva que tiene el IRX-2000, utilizando esporas B
subtilis, siguiendo las recomendaciones de FDA.

Objetivo especifico

1. Hacer pruebas de uso simulado con el ciclo programado en el aparato
2 Determinar el ritmo destructivo del cicle de esterilizacion (valor D).

3. Determinar la duracién del ciclo y asi obtener el SAL 10°.

4, Tabular y graficar resultados.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de estudio

Este estudio es de tipo observacional y analitico.

POBLACION DE ESTUDIO Y TAMANQ DE LA MUESTRA

L a poblacion de estudio esta constituida por un aparato de esteniizacion IRX-2000.
El tamafio de la muestra en el uso simulado corresponde a 50 articulos prueba.

En la prueba del valor D corresponde a 5 tubos prueba por cada tiempo y cada
dilucién se sembrara por triplicado.

Grupo control

Indicadores bioldgicos de Baciius subtifis var niger ATCC (9372)



VARIABLES

l.as variables como son el voltaje, la carga de instrumentat y la colocacion del
acarreador geberan ser controladas, para no alterar las condiciones de un
experimenio a otro.

Criterios de inclusion.

1 Las esporas no deberian estar caducas

Criterios de eliminacién.

1. Uso de esporas dentro de ia fecha de caducidad.

PROCEDIMENTO
Para evaluar el aparato de esterilizacion IRX-2000, se usaran Bacillus sublilis,
debido a la semejanza que este sistema tiene con el calor sece, en cada portador

(instrumentat o tubo) se colocara una cantidad conocida (1.06 + 0 3 x 10°% de
esporas.

Suspension de esporas

Se utllizd una suspension de esporas Baciflus subtilis ATCC-9372 (SPS-Medical,
Rush NY) que contenian 1 ¢ x 10° esporas por mL Se hicieron las diluciones para
obtener 10° la concentracion de esporas se confirmé con el conteo de las colonias

y se ajusto a 1.06 x 108 unidades formadoras de colonias (UFC) por 100 ul

Voltaje

El suministro de energia para el esterilizador se reguld a 118 V (el poder de
suministro de energia en la cludad de México es arriba de 120 V), por o tanto, se
utitizé un regulador de voltaje (Vulcan MS50, Taiwan) y para asegurarse de que
este funcione adecuadamente, se utilizé un voltimetro (Radioshack 22-802 Fort
Worth Texas)



5.6.1.Uso simulado
Acarreadores
Para esia prueba se usd instrumental dental, el cual sera contaminado con
esporas B. subtilis, que seran resuspendidas en albumina sérica bovina al 5%

(Sigma, St. Louis Missouri},

Preparacion del acarreador
La contaminacién de los instrurnentos se hizo bajo condiciones asépticas dentro
det gabinete de bioseguridad. Se tomd 1 06 + 0.3 x 10° esporas, por medio de una

micropipeta y fueron colocadas en el instrumental prueba

Para proveer las peores condiciones en el experimento, los que instrumentos que
representaron el mejor reto por sus caracteristicas morfologicas fueron las pinzas
portaagujas debido a la dificultad de que la radiacion penetre a través de ia
bisagra, las jeringas para anestesiar principaimente en |a cuerda y 1a rosca, y el
lumen del mango de los espejos dentales.

Medio de cultive
Se prepar caldo de soya de tripticaseina de la marca {Difco, Detroit; Ml 0370-17-
3. Lot 76868 J.A ) el cual es un medio nutritivo para el crecimiento de B, subtilis

El medio de cuitivo se estenizd en tubos que fueran de dimensiones tales que
entraran los instrumentos acarreadores, o por lo menos la zona que fue
contaminada.



Procedimiento con el prototipo

Los instrumenios acarreadores se colocaron en ei aparaio de esterilizacion,
tratando de cubrirtos con los demas, el peso total de la carga fue gjustada a 800 g,
pesandolos en una bascula analitica (OHAUS 750sw)con diversos instrumentos

dentales.

Por experimento se utilizaron 2 jeringas para anestesia, 2 pinzas portaagujas y 1
mango de espejo dental como acarreadores.

Se completaron diez ciclos de esterilizacién, los instrumentos acarreadores fueron
recuperadecs con pinzas estériles y colocados en un tubo con medio, se sello el
tubo con parafiim y fueron colocados en incubacién.

Incubacion

Inmersos en caldo de soya tripticaseina los instrumentos fueron colocades a 37°C
por 120 h.

Grupo control
En todos los experimentos siempre se contamind tres instrumentos como control,
generalmente eran mangos de espejos dentales, con la finalidad de venficar gue

las esporas estan activas

En este experimento s6lo se abservara si existe crecimiento o no, por la turbidez
que se presente en ef medic
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5.6.2.Determinacion del valor D
Ei valor D de un organismo expuesto a un proceso de esterilizacion puede ser
establecido por uno de dos métodos' Analisis de la curva de sobrevivencia o el
analisis de fraccidn negativa.

E!l analisis de la curva provee una representacion grafica de la accién microbicida
del proceso. Para formar la curva deben existir por io menos 5 puntos de
referencia.

Acarreadores

Para realizar esta prueba se tomaron tubos (estériles) y se les coloct 1.06 + 0.3 x
10° de esporas Bacillus subtilis contenidas en sotucidn salina en 5% suero boving
y s& desecaron al vacic. En este método se usaron 6 tubos prueba por cada
experimento o tiempo.

Procedimiento

Dentro del gabinete de biosegundad se tomaron los tubos contaminados y se
colocaron en et centro de 1a charola, la carga total de instrumental incluyendo los
tubos prugbha fue de 1 kg.

El proceso de esterilizacion debera correr pero solo por fracciones de tiempo. En
las pruebas se dejaron pasar 2 min. para el calentado det aparato. La letalidad det
ciclo de esterilizacion fue evaluado por intervaios de 30s a partir de 2 a 4% min.
Incubacion

Las esporas fueron suspendidas nuevamente con sclucion salina y por cada tubo

se sembrd por iriplicado en cajas de petrt que contenia agar nutritivo

Se incubaron a 37° C por 120 h, después se realizd el conteo del crecimiento y 10s

resultados fueron expresados como unidades formadoras de colonias (UFC).



Método Estadistico

El ajuste linear y ta variabilidad de los datos (log UFC contra el tiempe) fueren
analizados con ANOVA usando el paquete Jump Statistical {SAS Institute Inc,
Cary, USA). Los datas fueron registrados en papel semi-logaritmico y se trazé la

pendiente.



Fig. 10 Desecacion de esporas



5.7.RESULTADOS

5.7.1.Uso simulado
Bajo las condiciones descritas para la prueba de uso simulado, todos los
instrumentos expuestos a la radiacion infrarroja (n=50) fueron de cultivo negativo
En contraste, todos los instrumentos control (n=30}, mostraron crecimiento
bacteriano (tabla 6).
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Tabla 6. USO SIMULADO

! Ciclo instrumentos prueba Confrotes (3}
Jernga para Pinzas Lumen del espejo  Mango de espejo

anestesia (2) Hemostaticas(2) dental{1) dental

- - - +

- - - +

- - +

Ww o~ ® ;N 2
3
1
1
+

-
<

[

1

1
+

Resultados después de 120 h de incubacion:
- = No crecimiento

+ = Crecimiento




5.7.2.Determinacion del valor D
La curva de scbrevivientes para el aparato IRX-2000 fue formada del analisis del
conteo UFC contra el tiempo del ciclo. A estos datos se les calculd el promedio,
asi como la desviacion estandar. (Tabla 7)

Tabla?.
[ ENUMERACION DIRECTA OBTENIDA DE LAS SIEMBRAS POR
TRIPLICADO.
Minutos 02:00 02:30 03:00 03:30 04:00 04:30

1076000 124000 19000 1484 248 43
1044000 140800 14000 1428 266 45
1043000 147600 16500 1610 308 38
1076000 108000 8600 1380 285 32
1060000 114000 11760 1480 297 30
1632000 101200 13920 1240 289 25
1080000 148000 16280 1340 251 28
1004000 140000 18200 1160 263 35
1064000 147200 17720 1140 286 21
1084000 128000 16960 1352 310 30
1080000 124000 16780 1368 325 41
1068800 118800 14800 1248 208 40
1084800 128000 16080 1260 248 38
1076400 126800 15880 1580 236 32
1091200 136000 16400 1480 220 56
992000 137460 8600 1271 315 14
1104000 135410 11760 1368 302 18
1085000 141260 13920 1420 285 11

*ﬁnmnedk?(fﬁgiséz“ 130362 14841 1367 2719 32

{663?§£i {"§§§é§d*MHEZ?4?'”"?§67H” 93 30 11




El logaritmo de las esporas sobrevivientes descendié en forma lineal y el valor D
fue de 0.56, |a pendiente es de -1 78 (r=-0.99741; ?=0.994835; DF=1; F
radio=20415.22; £<0.0001).

El nivel de garantia de esterilidad {SAL 10°%) del aparato bajo las condiciones

descritas se obtiene después de 8 minutos y 40 segundos de exposicion, desde el

arrangque.

(viable)

Log B subtilis

Figura 2. IRX Curva de muerte
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CAPITULO V!
6.1.DISCUSION
En el mercado podemos enconirar una diversidad de productos ¢ aparatos que

pretenden la esterilizacion de! instrumental médico o dental.

Muchos de estos productos pasan por pruebas para comprobar que funcionan en
optimas condiciones antes de ser comercializados.

Tal es el caso del IRX-2000, una tecnologia que funciona por medio de radiacion
infrarroja y que fue evaluado baio Ios lineamentos de FDA “Guia de notificacion
{510(k)! para aparatos esterilizadores”.

Los resultados de la prueba de uso simulado indican que la Rl es capaz de
destruir esporas B. subfilis colocadas en instrumental dental. La eleccion de
instrumentos de rosca y de bisagra, ademas, de la adhesion de 5% albdmina
sérica bovina como material de contaminacion, proveen las peores condiciones de

carga y contaminacion orgéanica

La carga tipica contenia 23 instrumentos dentales, como son 4 pinzas para
algoddn, 1 retractor de carnllo, 2 jeringas para anestesia, 1 forceps, 2 elevadores,
2 pinzas hemostaticas, 4 mangos de espejo, 6 curetas periodontales, 8
excavadores para dentina. £n las indicaciones dei fabricante no se incluye
instrumentos de lumen pequeno y largo como las piezas de mano dentales. Por lo
tanto, instrumentos con un diametro muy pequefio no fueron incluidos en la

evaluacion,

En las pruebas de uso simulado y determinacion del valor B, 1os instrumentos
fueron colocados y disiribuidos arbitrariamente, con los instrurmentos
contaminados entre estos No se detectaron “sitios frios” dentro de 1a camara.

Durante el ciclo ia temperatura subid hasta 180°C en 10 min
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Al obtener la curva de muerte bacteriana y enumerar directamente las
sobrevivientes, se determind, que bajo las condiciones descritas, 8 min 40 s de
exposicién a la RI, desde el arranque, es necesario para obtener un SAL de 10° .
No se observd muerte bactenana durante los primeros dos minutos que son de

calentamiento.

Para determinar el valer D, en la investigacion tubos de ensayo fueron usados
como acarreadores, ya que era la forma mas conveniente para que el indculo
fuera desecado al vacic y después, de que el acarreador pasara por la fraccion del
tiempo de esterilizacion recuperar las esporas fuera mas sencillo. Los indicadores
bicldgicos en forma de tiras de pape!, puede ser la forma para verificar este
pProceso.

E! fabricante ha pre-programado los parametros de proceso y un mecanismo de
seguridad para prevenir gue la camara se abra antes de que los instrumentos son
enfriados a ~60°C. La duracién del ciclo, desde el arrangue hasta la fase de
enfriado, fue de 28 min, con una carga de 200 gramos de instrumentos dentales.
Cuando la carga se incremento a 1kg, el tiempo fue de 35 a 40 min. E! tempo se
incremento debido a que 1a masa que debe ser enfriada es mayor, por lo tanto se
incrementa el tiempo del ¢iclo para poder abrr la camara.

Para lograr ta esterilizacion los ciclos en un horno de calor seco convencional

pueden durar hasta 1h, después de una fase de precalentado.

La esterilizacion por calor seco no dana el filo de los metales Sin embargo, los
ciclos de los hornos convencicnales, requieren de mucho tiempo y consumo de
energia Los esterlizadores de flujo forzado (calor seco} trabajan a 200°C por 12
min, un tlempo mas corto, solo que este sistema es mas costoso que el
convencional

BAY



El vapor de agua tiene una gran versatilidad, ya que se puede esterilizar textiles,
liguidos e instrumentos dentales y ser el método de eleccién para esterilizar piezas
de mano dentales. Sin embargo, con el tiempo, el vapor de agua puede dafiar el
filo de los instrumentos y causarles corrosién®® Una biopelicula se puede formar
en los depositos de agua del autociave, al liberar ef vapor, patdgenos oportunistas

podrian ser removidos y salir al medic ambiente®®.

Existen otras tecnologias (plasma ionizado, vapor quimico bajo presion, oxido de
etileno), pero requieren de aditamentos o se necesita demasiado tiempo para gue

sean eficaces y usan quimicos tdxicos.

La esterilizacion de instrumental con Ri es otra opcidn, no desplaza a las otras, es
posible que pueda ser una tecnologia alternativa mas para el control de
infecciones en consuttorios dentales. Algunas de las ventajas de 1a Rl incluyen,
bajo consumo de energia (118 V), ciclo de esterilizacién corfo, necesita menos
mantenimiento que un autoclave, no deja residuos, ni causa efectos toxicos.

La tecnologia no produce corrosion en el instrumental dental o se expone los

instrumentos a un ambiente hiumedo como en un autoclave.
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TABLA S
VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LOS METODOS DE ESTERILIZACION MAS
UTILIZADOS EN ODONTOLOGIA CON EL IRX-2000

METODO CONDICIONES VENTAJAS DESVENTAJAS
ESTANDAR
*no produce *ciclo largo.
ESTERILIZADOR DE 60-120min corrosién, *no esterliza
CALOR SECO a160%-170% |*no dana los filos. | liquidos.

*no indicado parz
piezas de mano

*Buena

*dafia los plasticos

SATURADO
(CHEMICLAVE™})

32 Ib de presion

COrrosion y no
daria lo filos
*Aplicable para
alambres usados
en ortodoncia

VAPOR DE AGUA A | 15-20min a penetracién del  |termolabiles
PRESION 121°C calor. *puede cofroer los
{AUTOCLAVE) 15 Ib de presion | *Esteriliza metales y dafiar los
liquides filos
*Ciclo carte
i 20-40min. a *Ciclo corto *dafia los plasticos
VAPOR QUIMICO |132°C *No produce termolabiles

*&s un metodo de
mayor costo.
*requiere de una
ventilacidn
adecuada por la
produccion de
vapores toxicos e
irmtantes.

*no esteriliza
liquidos

RADIACION
INFRARROJA
(IRX-2000)

35-40 min a
170°C

*Ciclo corto
*No produce
corrosion y no
danfa los filos
*Sin problemas
para el
mantenimiento

*camara pequefia
*no esterliza
liquidos

*no indicado para
piezas de mano o
instrumentos de un
lumen que fenga
didmefro pequefio




CAPITULO VI

7.1.Conclusién

Los resultados de esta investigacién, basada en las pruebas recomendadas por la
FDA parz la evaluacion de equipo de esterilizacion, demuestran que la radiacion
infrarroja es aplicable para la esterilizacion de mnstrumentos termorresistentes.

La prueba de uso simulado demostrd que 1a R! destruye esporas de B. Subtilis.

La curva de sobrevivientes, obtenida por enumeracion directa, demostré que el
ritmo de destruccién de esporas es menor al del calor sece de conveccion, De
hecho, la extrapolacion de la curva de sobrevivientes permitié establecer que el
ciclo efectivo al SAL 10 es similar a del vapor a presién.

Por lo tanto, esta tecnologia puede ser una alternativa mas para el esterilizado de
instrumental, sin corrosion, de ciclo corte similar a un autoclave, y mas economico

que un esterilizador de flujo forzado.



ANEXO 1.- CALDO DE SOYA TRIPTICASEINA

Férmula por litro:

Peptona de caseina................... 17.0 g

Peptonadesoya.. ......... ..3.0¢g

Clorurodesodio .. ............ .........5.0¢g

Fosfato dipotasico.. .............. ... .2.5¢

Dexrosa.....cccccoees tvviiiiee. 025 g
Preparacion:

1.

Se suspenden 30 gramos del polvo en un litro de agua destilada.

2. Mezciar bien y se deja reposar hasta que ia mezcla sea uniforme.
3. Sies necesario se calienta ligeramente hasta disolver.

4.

5. SupH final es de 7.310.2.

Esterilizar a 121°C con 15 b de presion durante 15 minutos.
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ANEXO 2.- AGAR NUTRITIVO

Formula por litre:

Peptona.......... ccceeeees . .. 5.0 g
Extracto de came deres.. .. ... 3.0 g
Agar. .., 15¢g

Preparacion:
1. Se suspenden 23 gramos del polvo en un litro de agua destilada.
2. Mezclar bien y dejar reposar hasta que ia mezcla sea uniforme.
3. Se calienta suavemente agitando y se hierve durante uno o dos minutos o
hasta su disolucion completa.
4. Esterilizar a 121°C con 15 b de presidn durante 15 mmutos.
5. SupH final es de 6.8+2.

6. Verter la preparacion en cajas de petri estériles.
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ANEXO 3.- CUANTIFICACION DE UFC
(VALOR D)
Material
<> Tubos de 12 x 75 con solucidn salina
++ Micropipeta
+» Gradilla
<+ Voriex
< Cajas de petri con agar nuiritive
< Raodille

. Porcada tubo acarreador se realizé una siembra por triplicado en agar

nutntivo.

Se agitaran las esporas en el vortex por 30 segundos para gue la muestra
sea uniforme.

Se toman 526 pi que contiene 107 de esporas y $e hace una dilucién 1:50
con el fin de obtener un indcuio mas pequeno.

De esta dilucion se toma 276 pl que contiene 10° de esporas y sera la
cantidad que se coloque en cada instrumento acarreador

5. Sembrar en 20 m! de agar nutntivo.

6. la determinacidn se realiza por triplicado se preparan tres series de

o

diluciones iguales y se procede a sembrar,

Incubar las cajas a 37°C

Contabilizar y registrar el numero de unidades formadoras de colonias
(UFC) a las 24 horas.
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