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1.- RESUMEN 

Los ciclos de esterilizacién son falibles, el uso de los Indicadores 

Bioldgicos (IB), proporciona el control de calidad necesario en cada ciclo de 

esterilizacién, y es el Unico método que demuestra que logramos esterilizar 

el instrumental. 

El objetivo de este estudio fué, comparar los IB distribuidos en 

México, utilizando como grupo control las cepas de la Coleccion 

Americana de Cultivos Tipo (ATCC, por sus siglas en inglés), y con base a 

las especificaciones de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos 

(FEUM). 

Las marcas Merck, Becton and Dickinson, MDT, Belsa y Raven, 

fueron analizadas en este estudio. 

Con fa identificacion morfoldgica, verificacién de ia temperatura de 

crecimiento, cuantificacién de colonias y con pruebas bioquimicas, se pudo 

comprobar que no todos los IB, cumpien con Io establecido por la FEUM, 

para poder ser utilizados como verificadores. 

Las marcas que contienen, B. subtilis (Belsa y Raven), cumplieron 

con las caracteristicas morfoldgicas correspondientes a la ATCC (9372). 

Los IB de las marcas que contenian B. stearothermophillus, 

presentaron las mismas caracteristicas de las colonias de la ATCC (7953), 

excepto Belsa, que crece mejor en una temperatura de 37°C, ademas, de 

presentar las mismas caracteristicas microscépicas que B. subtilis, sin 

pertenecer a la variedad niger. 
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2.- INTRODUCCION 

Existe un interés renovado, sobre fas técnicas de asépsia en 

consultorios médicos y dentales. El desarrollo de nuevos equipos de 

esteniizacién y la introduccién de sistemas de control de calidad para los 

mismos, a motivado a los profesionales, a buscar informacidn actualizada 

sobre las estrategias disponibles para la estenlizacién del instrumental en 

sitios de atencidn a ja salud 

La esterilizacién es la destruccién de todas las formas de vida 

microbiana, incluyendo: virus, bacterias, hangos y esporas bacterianas 

altamente resistentes” 

Desde luego, el uso adecuado de los métodas de esterilizacién, es 

importante, para evitar que los instrumentos contaminados Ileven 

infecciones de un paciente a otro (infecciones cruzadas)”) 

Para lograr fa esterilizacién del instrumental, contamos con diferentes 

métodos, tanto fisicos como quimicos (Tabla 1). 

Las técnicas de esterilizacion, pueden requerir calor (FIG. 1-3) 0 

llevarse acabo a bajas temperaturas™: 

1. Calor > 121°C 
a) Vapor de agua a presién. 

b} Vapor quimico a presion. 
c) Calor seco: 

- conveccién natural 
- flujo forzado. 

2.- Calor < 80°C 
a} Oxido de etileno. 
b) Plasma lonizante. 
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f1G. 1.- Vapor @ presiin. —— 

  

FIG. 2.- Quemiclave ™. 
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FIG.3,- Horne de calor seco, 
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Tabla 1.- Ventajas y desventajas de los métodos de esterilizacidn. 
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      Buéna peneti 
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é Jafar. los 

| 20 min, @'1218C, 
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Plasma jonizente i    
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hospitales: * 
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papel, celutosa,- 

algodon ni liq) 

  

  

      

  

Ciclo, muy. Fargo: 
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La principal ventaja de la esterilizacién, sobre la utilizacion de 

desinfectantes, es que los métodos de esterilizacién, pueden ser 

monitoreados biolégicamente durante su uso, por la que poseen un mayor 

rango de seguridad “ 

Sin embargo, debido a la composicién de algunos instrumentos, se 

recurre a los desinfectantes con alto nivel germicida. Desafortunadamente, 

algunos Profesionales de la Salud confunden desinfeccidbn con 

esterilizacién. 

Spaulding en 1972 **), dividié a los instrumentos Segun su uso, pata 

distinguir cuales deben de esterilizarse y cuales solo se pueden desinfectar. 

Esta clasificacién, en criticos, semictiticos y no criticas, se muestra en la 

tabla 2. También dividid a los desinfectantes de acuerdo a su poder 

germicida, en nivetes: alto, medio y bajo (Tabla 3). 

Los instrumentos que son desinfectados no quedan esteériles, y la 

destriccién microbiana que ocurre en este proceso no puede ser verificada, 

por lo que ta utilizacién de desinfectantes se debe limitar exclusivamente a 

los instrumentas semicriticos que son dafados por fos métodos de 

esterilizacién mediante calor. 
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Tabla 2.- Clasificacién de instrumentos contaminados segun 

  

Spaulding (4.8) 

     

  

  

     
los tejidos ¥-a sitios 
hormaimente estériles:- 

Instrumentes utitizados en 
cirugia. 

  

  

  

=} Los:instrumentés. que. sol 

  

   
   

Cucharilias d impresi6n, 

  

No Criticos     Aquellos que sold tocan Ia piel, 
equipo‘que dormalmente no.” 
benétia o hace contacto’ ‘con. 

  

    tas mucosas." in 

para Tesinas. 

Aparato de rayos X, lampara 

  

Tabla 3. Clasificacién de los niveles de desinfeccién (Spaulding'**)). 
  

  

    

bacterianas, tlevan 
etiqueta- rel termina de. 

  
lel amanio 
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Monitoreo de los ciclos de esterilizacion. 

Los métodos de esterilizacién, no son una garantia de estenitidad ya 

que son falibles", si no se toman en cuenta diferentes factores como: 

La limpieza det instrumental. 

Empaquetado 

Distribucién de la carga. 

Operacién del equipo. 

Funcionamiento del aparato. 

Entrenamiento frecuente de! personal a cargo. 

Las causas mas comunes por las que puede fallar un ciclo de 

esterilizacién ‘? se presentan en la tabla 4. 

Para vigilar el apropiado funcionamiento de los equipos de 

esterifizacion, se emplean la verificacin fisica, las pruebas fisico-quimicas, 

y las pruebas biolégicas; estas ultimas, son el unico método, para verificar 

los ciclos de esterilizacion ™. 
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Tabla 4.- Causas mas comunes por las que falla un ciclo de 

esterilizacién. 
  

  

  

Tiempo inadecuada 7 
‘Incarrecto uso del e: 

  

        agua, ‘quimico’ ‘0 calor'séco,     
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Verificacion Fisica. 

Comprende la observacion sistematica de los cronémetros, 

termémetros y manémetros de los aparatos de esterilizacion®. 

Pruebas Fisico-Quimicas. 

La supervision fisico-quimica de los esterilizadores, comprende la 

utilizacién de indicadores por cambio cramatico, 

Las cintas, etiquetas y marcas para bolsas se conocen como 

indicadores fisico-quimicos extemos que cambian de color luega de la 

exposicién breve a una temperatura elevada. Su finalidad, es tan solo, 

diferenciar los articulos procesados, a través de un esterilizador de los que 

atin no Io estan y no son una prueba de esterilidad”. 

Otro tipo de pruebas, son los disefiados para usarse en el interior de 

los paquates o las bolsas, llamados integradores de proceso"! Estos 

comprueban que el proceso de asterilizacion se mantuvo a una 

temperatura elevada, por un cierto tiempo de exposicién (FiG.4). 

Este tipo de integradores, deberan ser acompafiados de un indicador 

quimico extemo para la identificaciOn de tos paquetes. 
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Verificacion bioldgica. 

Comprende el empleo de pruebas con esporas bacterianas"”, 

denominadas Indicadares Biologicos (1B). 

La Asociacién Dental Americana (ADA)", la Fundacion para ta 

Investigacion de Procedimientos de Seguridad y Asépsia (OSAP, por sus 

siglas en inglés), tos Centros para el Control y Prevencion de 

Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés), la Asociacién para el 

Avance en la Instrumentacién Médica (AAMI, por sus siglas en inglés) """?!, 

y la Norma Oficial Mexicana NOM-013-SSA2-1994"), recamiendan el uso 

de IB para verificar el éxito de tos ciclos de esterilizacion. 

2Que son jos indicadores Biolégicos? 

Los (8, apticables en el consultorio dental, son preparacianes con 

esporas bacterianas de! género Bacillus, que se encuentran en una forma 

no germinativa, de la cual salen cuando se les proporcionan los nutrientes 

necesarios y son incubadas a una temperatura apropiada, dependiendo de 

la especie que contenga (B. swhilis a 37°C 6 B. stearothermophillus a 

57°C) '). Estas se encuentran contenidas en una tira o disco de papel filtro 

0 er una ampolleta que contiene caldo nutritivo (FIG. 5). 
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FIG.5.- Pruebas Bioldgicas. 
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zPorgué el uso de esporas? 

Se utilizan estas esporas por no ser patégenas al ser humano y por 

su resistencia conocida a los procesos de esterilizacién; siendo su 

destruccién la Unica garantia de una esterilizacién exitosa'. 

Para las procesos de esterilizacion por calor seco y oxido de etiteno, 

sé aptican esporas de la especie B. subtilis vatiedad mger, y para los 

pracesos de esterilizacion por vapor se emplean esporas de la especie B. 

stearothermophillus. Las esporas de cepas de 8. pumillus, han sido 

utilizadas para venficar los procesos de esterilizacién por radiaciones 

ionizantes'”. 

eCuando se utilizan? 

El uso de los 1B, se encuentra en la Farmacopea de los Estados 

Unidos Mexicanos (FEUM) " y en la Farmacopea de los Estados Unidos 

de Norteamérica (USP por sus siglas en inglés)® fas cuales indican su 

utilizacion en los siguientes casos: 

© Se utilizan como auxiliares en la calificacién fisica de aparatos 

de esterilizacion. 

*« En el desarollc y establecimiento de un proceso de 

esterilizacién, validado para un producto. 

« En ta verificacion periédica de esterilizacién de equipo, 

materiales y componentes de empaque, que se emplean en 

procedimientos asépticos y 

« En programas de verificacién periddica de ciclos de 

esteritizacién. 
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¢2Que es importante conocer de Jos IB? 

Las esporas bacterianas utilizadas como IB, deben de cumplir con 

las caracteristicas morfolégicas, de cultivo y bioquimicas de las cepas 

correspondientes a la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC, por 

sus siglas en inglés)", que se encuentran establecidas en la FEUM “), y 

USP® junto con las especificaciones que todo IB deben de reunir. 

Son varias las compafiias que fabrican y/o distribuyen IB en México 

como: Becton and Dickinson, Belsa, Especialistas en Esterilizacion y 

Envase, Merck, MDT y Raven. Los cuales deben de respetar la especie y 

las caracteristicas que deben de reunir los IB; de lo contrario, los usuarios 

podrian resultar afectados al no recibir, el producto que requieren. 

Los aspectos importantes que deben conocer los usuarios son: 

e El correcto manejo y uso de los IB. 

e Las diferentes marcas comerciales que se _ encuentran 

disponibles en México y 

e La calidad de cada una de ellas. 
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  6 
Caracteristicas generales del género Bacillus. 

Las bacterias del género Bacillus, son bacilos Gram positivos que 

se agrupan formando cadenas, endoesporas y son aerobios 0 anaerobios 

facultativos. La mayoria de los miembros del género son organismos 

saprofitos como: B. cereus y B. subtilis que permanecen en el suelo, aire y 

vegetales ‘), 

Las bacterias tienen forma de varilla (bacilares), y en su mayoria 

son méviles por medio de flagelos laterales. La formacién de un solo 

endoesporo en la bacteria vegetativa es un aspecto dominante del género 

(13) 

Los esporos pueden ser ovalados o esféricos y pueden tener 

ubicacién central, subterminal o terminal. La presencia del esporo hace que 

la céluta se hinche en algunas especies como B. stearothermophillus °°. 

Las endoesporas, no tienen metabolismo detectable, son muy 

resistentes a los cambios de ambiente y pueden sobrevivir durante décadas 

en estado latente. Resisten la accién de algunos agentes quimicos, 

enzimas, calor, radiacion ionizante y luz ultravioleta. Los alcoholes, fenoles, 

iones metalicos pesados y detergentes no sirven para destruir endoesporas 

(21.22) 

Las diferentes especies tienen limites muy amplios de morfologia. 

Las colonias aisladas pueden variar de acuerdo a la composicién del 

medio"), 

Varias especies producen pigmentos que pueden colorear as 

colonias de amarillo, rosado, rojo y hasta negro, tales pigmentos ‘son: la 

pulquerrimina y el Acido protocatético °*”). 
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Bacillus subtilis var niger. 

Este bacilo es empleado en la preparacién de IB, utilizado para 

verificar los ciclos por calor seco y oxido de etileno, en ei catalogo de la 

ATCC” corresponde a la cepa numero 9372, y sus caracteristicas se 

encuentran en fa FEUM y USP“*49)_ 

Es un bacilo Gram positivo de 0.7 a 0.8 micras de anchura por 2 a3 

micras de fongitud, con endoesporas ovales y centrales que no deforman a 

la célula. 

Cuando se cultiva a 37°C, en un ambiente aerobio 6 anaerobio, en 

un medio nutritivo, el crecimiento se presenta en 24 horas, incubado a 57°C 

no muestra evidencia de crecimiento (Fig. 6). 

En agar las colonias tienen apariencia opaca y pueden ser de color 

crema 0 ligeramente cafés, cuando se incuba en caido nutritivo se forma 

una pelicula en la superficie y puede presentar turbidez figera o no 

presentarla @). 

Algunas de sus reacciones bioquimicas (Diagrama 1) son: formar un 

pigmento negro a partir de la tirosina, licuar la gelatina, utilizar e hidrolizar 

tanto el almidédn como a la glucosa sin producir gas y muestran una 

reaccién positiva a la prueba de catalasa, y a la reaccién de Vogues- 

Proskauer®??9), 
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FIG.6.- Bacillus subtilis variedad niger, correspondiente a la ATCC (9372). 
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Bacillus stearothermophillus. 

Los IB que contienen este bacilo, cor‘espondiente a la cepa de la 

ATCC 7953", son utilizados para verificar los ciclos de esterilizacién por 

vapor. 

Al microscopio se observan como bacilos Gram positivos, con 

endoesporas ovales, subterminales que deforman a la célula “*. 

Cuando se transfiere un indculo del crecimiento obtenido en caldo 

nutritivo, a medios sdlidos apropiados (agar nutritivo), se presenta 

crecimiento en incubacién aerdbica y anaerébica en 24 horas a 57°C 

(FIG.7), y no presenta crecimiento a 37°C@?9), 

Estos IB reaccionan a diferentes pruebas bioquimicas (Diagrama 1): 

reaccionan positivamente a la prueba de catalasa; no licua la gelatina y es 

negativo a la prueba de Vogues - Proskauer @?9), 
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FIG.7,- Bacillus stearothermophillus, correspondiente a la ATCC (7953). 
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Diagrama 1.- Reacciones bioquimicas para la identificacién de especies. 

Titulo del diagrama 

  

      

  

  

  

recat | | posta ] 
| | 

Patégenos de tnsectos | [z. ‘ . o “| 
    

  

Bacillus pumifus * oo 

          

  

    
Bacillus 

stearothermophillus 

      

  

  

      

  

   Bacillus 
subtilis 
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Caracteristicas que deben de reunir los IB. 

Todos los IB para utilizarse y conservarse correctamente tiene que 

tener ciertas caracteristicas, las cuales deben incluirse en el empaque y/o 

en una etiqueta, asi como anexar un instructivo, como se especifica en la 

FEUM y en fa USP"®), Los principales datos que deben contener son los 

siguientes: 

1. Especificar que especie(s) contienen ios 1B, esto con el fin de orientar al 

usuario sobre el tipo de esterilizacién al cual podra ser sometido. 

Origen y la cepa de donde fueron obtenidas las esporas utilizadas. 

Indicar en que presentacion se encuentran las endoesporas bacterianas, 

las cuales podran ser dos tipos: 

a) En tiras o discos de papel filtro las cuales tienen un numero especifico 

de esporas en estado vegetativo; estos discos o tiras a su vez estan 

contenidos en una bolsa que aisla los microorganismos del medio 

ambiente, una vez procesado este tipo de IB deberan ser sembrados en 

un medio liquido. Por lo general en esta presentacién se incluyen las dos 

especies de microorganismos utilizados como |B. 

b) En ampolletas, las cuales contienen a los microorganismos suspendidos 

en un medio liquido, con un colorante especifico, una vez procesados 

este tipo de IB, sdélo sera necesario incubarlos. Este tipo de IB 

generalmente sirve para verificar ciclos de esterilizacion a presion. 

Indicar el grado de exposici6n a ia esterilizacién (valor D), que es el 

tiempo requerido, para destruir el 90% de los microorganismos. 

5. Tiempos de sobrevivencia (en elf cual alin existen esporas viables) y 

tiempo de muerte (en el cual la posibilidad de sobrevivencia de esporas 

es minima). 
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6. Cuenta viable de esporas, la cual puede ser determinado a través de 

una cuenta real, los IB no deben contener un numero menor de esporas 

viables que la indicado en /a etiqueta, ni mas del 300% de dicho valor. 

7. Las dimensiones de las tiras de papel y la cantidad de medio, segun sea 

la presentacién. 

8. Instrucciones para la recuperacién de esporas y su destruccion segura 

antes de ser desechadas. , 

9. Fecha de caducidad que no debe ser menor de 24 meses a partir de ta 

fecha de fabricaci6n, la cual se inicia cuando fue realizada la primera 

cuenta viable total. 

40. Recomendaciones sobre los cuidados de su empaque y el modo de 

conservacion. 

pag. 24 

 



  

  

3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Con Ia obligatoriedad de utilizar Indicadores Biolégicos para 

verificar los ciclos de esterilizacion, se ha dado lugar a que surjan en el 

mercado diversas compafias que los fabrican y/o distribuyen. 

Es muy importante establecer que las marcas de !B que existen en 

el mercado nacional cumplan con las caracteristicas de la ATCC “” y con 

las especificaciones de la FEUM “. 

Por lo que la pregunta de investigacion es: 

zLas pruebas de Indicadores Biolégicos que se fabrican y/o 

distribuyen en México cumplen con las caracteristicas morfoldgicas, 

de cultivo y bioquimicas, correspondientes a las cepas de la ATCC y 

con las especificaciones de la FEUM?. 
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4.- JUSTIFICACION DEL TRABAJO. 

Este estudio brindara una mayor informaci6n sobre los tipos de |B 

que existen en México, asi como la evaluacién de los mismos. Esta 

informacién podra ser utilizada por toda !a comunidad odontolégica, para 

realizar una mejor eleccion de los IB. 

Asi mismo, con los resultados obtenidos se podra determinar si los 

IB de las compajfiias distribuidoras cumplen con las especificaciones y 

caracteristicas establecidas en la FEUM"®. 
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§.- OBJETIVO GENERAL. 

Comparar diferentes Indicadores Bioldgicos que se distribuyen en 

México, utilizando como grupo control las cepas tipo de la ATCC " y las 

especificaciones contenidas en la FEUM ‘*). 

OBJETIVOS ESPECIFICOS. 

1. Determinar el numero de companias distribuidoras de IB en México. 

2. Establecer si todas las compafias brindan las indicaciones minimas 

necesarias en cuanto a la utilizacién, manejo y cuidados de los IB. 

3. Realizar cultivos de cada unos de los IB disponibles en México, para: 

a) !dentificar macroscépicamente y microscopicamente B. subtilis y B. 

stearothermophillus, y comprobar la pureza dei producto. 

b) Realizar conteos de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC), en 

cada cuitivo, para comprobar la veracidad de las indicaciones de 

cada fabricante. 

c) Realizar pruebas bioquimicas de identificacion para comprobar que 

los especies utilizadas cumplan con las caracteristicas de las cepas 

tipo segun las especificaciones de la FEUM. 

4.- Determinar las ventajas y desventajas que ofrece cada una de las 

pruebas evaluadas. 
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Tipo de estudio. 

7.- MATERIALES Y METODOS. 

Este es un estudio observacional analitico. 

Poblacién sujeta a estudio. 

Grupo de Prueba: 

1. Indicadores Biolégicos de fa marca Merck (B. stearothermophillus). 

2. Indicadores Biolégicos de la marca Becton and Dickinson 

(B. stearothermophillus). 

3. a) Indicadores Bioldgicos de la marca Belsa 

(B. stearothermophillus). 

b) Indicadores Biolégicos de la marca Belsa 

(B. subtilis var niger). 

4. a) Indicadores Biolégicos de la marca Raven 

(B. stearothermophillus) 

b) Indicadores Biolégicos de la marca Raven 

(B. subtilis var niger). 

5. Indicadores Biolégicos de la marca MDT (B. stearothermophillus). 

Grupo Control: 

Cepas tipo de Bacillus subtilis var niger de la ATCC (No.9372). 

Cepas tipo de Bacillus stearothermphillus de la ATCC (No.7953). 
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Tamaiio de fa muestra. 

Se utilizaron los IB de cinco marcas distintas, a cada una de las 

muestras, se les realizaron pruebas de identificacién por triplicado, con el 

fin de confirmar la especie contenida en cada producto. 

Variables. 

Los cultivos de los 1B: Merck, Becton and Dickinson, Belsa, Raven, 

MOT, cepas tipo de la ATCC (9372 y 7953); la temperatura de Incubacién; 

fa cuantificaci6n de UFC de cada muestra por evaluar; las pruebas de 

identificaci6n morfolégica macroscopica y microscopica por medio de 

tinciones de Gram y con azul de algodon, las pruebas de identificacién 

bioquimica (Prueba de la catalasa, Hemolisis de agar sangre, Reaccion de 

Voges Proskauer, Hidrolisis de almidon y Crecimiento anaerobio). 

Definicién Operativa. 

Cada cultivo fue realizado bajo las mismas condiciones, con los 

mismos medios y las mismas diluciones, para cada una de las pruebas 

evaluadas. 

/ La incubacién de cada prueba se realizé siguiendo los tiempos y 

temperaturas especificadas en la FEUM. 

El conteo de las UFC se realiz6 bajo las mismas condiciones y con 

los mismos instrumentos. 

Las pruebas morfolégicas se realizaron con las mismas tinciones 

para todas las pruebas. 

A las cultivos de cada IB, se les realizaron las pruebas bioquimicas 

de identificacion, con los mismos medios de cultivo, complementos y 

reactivos. 
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Criterios de Inclusién. 

1. Las pruebas de IB disponibles comerciaimente en México. 

2. Las pruebas evaluadas no deberian estar vencidas. 

Criterios de Eliminacién. 

1. Los cultivos que al ser manipulados se contaminaron. 

2. Los cultivos que fueron manipulados incorrectamente. 
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Procedimiento. 

Cultivo e incubacién. 

A cada una de las muestras de los IB se les realizaron cultivos por 

triplicado; fueron incubadas en el caso de B. subtilis var niger a un 

temperatura de 37°C, y en el caso de 2B. stearothermophillus a una 

temperatura de 57°C, todas por un periodo de 24 horas, utilizando como 

medio agar nutritivo (anexo 1), como lo indica el catalogo de la ATCC”. 

Se utilizaron para cada muestra diferentes temperaturas de 

incubaci6n: 37°C y 57°C; debido a que un fabricante sugiere la incubacién a 

temperatura ambiente, también se realizé a 20°C. 

Cuantificacién de UFC. 

De acuerdo a la FEUM"®, cada uno de los IB, debe contener un 

numero determinado de esporas viables, que puede oscilar entre 5 x 10* 

hasta 5 x10°, dependiendo del numero de esporas que contenga, le 

corresponde un tiempo minimo de sobrevivencia y un tiempo maximo de 

muerte (Tabia 5). 

La cantidad de esporas que contienen los IB de las distintas 

compafiias, se debe de encontrar especificado en la etiqueta del producto 

al igual que el grado de exposicion a Ia esterilizacion (valor D). 

Se establecié la poblacién aproximada de esporas existentes en 

cada una de las muestras evaluadas y se confirmaron los tiempos minimos 

de sobrevivencia y maximo de muerte sefialados por el fabricante, cuando 

estos estaban presentes. 

El método para obtener el numero de esporas contenidas en cada 

1B se encuentra detallado en el anexo 2. 

pag. 32 

 



  

  

Tabla 5.- Tiempos de sobrevivencia y muerte correspondiente a 

concentraciones especificas de esporas. 
  Te ee 
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Identificaci6n Macroscépica y Microscépica. 

Se observé cuidadosamente la morfologia presentada por las 

cepas obtenidas de todas las muestras estudiadas, comparandose sus 

caracteristicas, con la morfologia presentada por las cepas de la ATCC. 

Se realizaron frotis de las mismas muestras para la identificaci6n 

microscépica utilizando tincion de Gram y de azul de algodén (Anexo 3,4). 

Pruebas bioquimicas. 

En base a las reacciones bioquimicas, que tienen lugar en cada 

especie de Bacillus, se realizaron cinco pruebas bioquimicas de 

identificacién, las cuales fueron: Prueba de Catalasa, Hemolisis de agar 

sangre, Reaccién de Voges-Proskauer, Crecimiento Anaerobio e Hidrdlisis 

de agar almidén (Anexos 5-9). 

Cada prueba bioquimica se realiz6 por triplicado, para tener un 

mayor rango de seguridad. 

Evaluacién de las caracteristicas de cada producto. 

Para determinar el cumplimiento de las caracteristicas minimas de 

envase que deben de reunir los IB de acuerdo a la FEUM, se revis6 

detenidamente el empaque y el instructivo anexo, anotando en un cuadro 

tabular si cumplia o no con las caracteristicas. 
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8.- RESULTADOS. 

IB disponibles en México. 

Existen por lo menos seis compaiiias que distribuyen y/o fabrican 

Indicadores Biolégicos en México. 

Para la realizacién de este estudio, se utilizaron los IB de cinco 

compafiias (FIG. 8), la marca, presentacién y tipo de endospora que 

contienen se muestran a continuaci6n: 

A) Merck, presentacién en ampolletas con B. stearothermophillus. 

B) Becton and Dickinson, en ampolletas con B. stearothermophillus. 

C) Belsa, en discos de papel con B. subtilis. 

D) Belsa, presentacién en discos de papel con B. stearothermophillus. 

E) Raven, presentacién en tiras de papel con ambos tipos de 

endoespora, (E = B. subtilis, F= B. stearothermophillus). 

G) MDT, presentacién en tiras de papel con B. stearothermophillus. 
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FIG. 8.- Muestra de algunos de los IB disponibles en México 
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Temperatura de crecimiento comparada con ATCC. 

Las marcas C, E, y los cultivos de la ATCC que contienen B. 

subtilis, presentaron un crecimiento masivo a 37°C, y no presentaron 

desarrollo a 57°C. 

Las endoesporas de la ATCC, y las marcas A, B, F y G, los cuales 

contienen B. stearothermophillus, presentaron crecimiento masivo a 57°C y 

a 37°C en menor cantidad. En la marca D, su mejor desarrollo fue a 37°C y 

no hubo crecimiento a 57°C. 

Identificacién morfolégica. 

Las colonias de ia ATCC que contienen B. subtilis, 

macroscopicamente son: de bordes iegulares, de superficie lisa con 

pigmentacién negra (FIG.9). Al microscépio son bacilos circulares con 

esporo de ubicacion central y son gram positivos. 

Las marcas C y E cumplieron con las caracteristicas antes 

sefialadas. 
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FIG. 9.- Arriba. Identificacién morfoldgica de 8. subtilis var niger. Abajo. (fotografia 

al microscopio con objetivo de inmersion a 1000X) 
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En la cepa de ATCC correspondiente a B. stearothermophillus, se 

observaron colonias circulares, con bordes bien definidos, de color crema y 

de superficie lisa, los bacilos son ovales con esporo de ubicacion 

subterminal y son Gram positivos (FIG.10). Estas mismas caracteristicas 

las presentaron los |B de las marcas A, B, F y G. 
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FIG.10.- Arriba. Identificacién morfologica de B. stearothermophillus. 

Abajo. Fotografia con objetivo de inmersién a 1000X. 
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indica el fabricante, no cumplid con las caracteristicas anteriores, 

La marcaD, que deberia contener B. stearothermophillus como lo 

presentando colonias de bordes irregulares, de coloracién blanca, con una 

apariencia opaca y sus caracteristicas.micrescépieas-son iguales a las de 

B subtilis, sin pertenecer a la variedad niger como la demostro su falta de 

pigmentaci6n negra (FIG. 11). 

Con la identificacién morfolégica se pudo comprobar que las 

muestras de IB se encuentran libres de contaminaci6n. 
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FIG.11.- Identificacién morfol0gica de 8. stearothermophilfus de la marca Belsa. 
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Cuantificacién de UFC. 

La cantidad aproximada de esporas que contiene cada uno de los 

IB analizados se encuentra registrada en la tabla 6. 

Con base a los resultados obtenidos y tomando como referencia la 

tabla de la FEUM, para la determinacién de los tiempos de sobrevivencia y 

muerte, se comprob6é que el tiempo de esterilizacion recomendado por 

cada fabricante, es el correcto para cada una de las marcas. 

Tabla N° 6.-Comparacién de cantidad de esporas contenidas en cada 

  

uno de los IB evaluados 

  

    

  

    
  

DE.- Desviacién estandar 
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Pruebas Bioquimicas. 

Los cultivos de B. subtilis correspondientes a la ATCC, presentaron 

una reaccion positiva a la prueba de !a catalasa, a la reaccién de Voges- 

Proskauer, al crecimiento anaerobio, a la hemélisis de agar sangre y a la 

hidrélisis de agar almidén. 

Las marcas C y E, cumplieron con los resultados anteriores. 

Los IB que contienen B. stearothermophillus, marcas A, B, F y G, al 

igual que las colonias de la ATCC, fueron positivas a la reaccién de fa 

catalasa y al crecimiento anaerobio, y presentaron una reaccién negativa a 

la prueba de Voges -Proskauer, mientras que la marca D, fue positiva a la 

reaccion de Voges- Proskauer. 

Cumplimiento de las caracteristicas de envase. 

Una vez confirmada !a especie en cada muestra de IB, se revisd 

que las diferentes marcas cumplieran con las caracteristicas de envase que 

sefiala la FEUM, lo que proporciona los datos necesarios para un mejor 

manejo, uso y conservacién de los IB. 

Se encontré que las marcas C y D, no cumplen con tres de los 

requerimientos y la marca G, no cumple con una de ellas. 

En la tabla 7, se muestra el resultado de todas las marcas en cuanto 

al cumplimiento de las caracteristicas de envase. 
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Tabla 7.- Caracteristicas que deben reunir fos IB. 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                
  

A. Merck ,con B. stearothermophillus. 

B. Becton & Dikinson con B. stearothermophillus. 

C. Belsa, con B. subtilis. 

D. Belsa ,con B. stearothermophillus. 

E. Raven, con ambos tipos de esporas. 

(E= B. subtilis. F= B.stearothermophillus) 

G. MOT, con B. stearothermophillus 

*Caracteristicas que no debe cumplir este IB. 
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DISCUSION. 

El éxito de un ciclo de esterilizacién, es el resuitado de una serie de 

acontecimientos realizados sistematicamente que van desde el lavado 

correcto del instrumental, hasta fa esterilizacion del mismo. Cualquier 

omision, descuido o falla en alguno de estos pasos dificulta la esterilizacion 

y como consecuencia significa poner en riesgo la salud del paciente y la dei 

personal def consultorio. 

Es importante recordar que para identificar a tiempo el fracaso en un 

ciclo de esterilizaci6n y tomar medidas al respecto, debe hacerse uso de 

los IB, ya que son el dnico medio para verificar los ciclos de esterilizacién. 

Existen en el mercado una gran variedad de IB, pero no todos 

cumplen con las caracteristicas morfolégicas, de cultivo y bioquimicas de 

las cepas de Bacillus correspondientes a la ATCC, ni cumplen con las 

especificaciones de la FEUM, que garantizan su calidad y confiabilidad 

para ser utilizados como verificadores. 

La FEUM establece que para los procesos de esterilizacién por 

calor seco u Oxido de etileno, se deben de emplear esporas de una 

subespecie de B. subtilis (ATCC 9372), y para los procesos por vapor se 

emplea B. stearothermophillus (ATCC 7953) por la resistencia que 

_presentan a esta forma de esterilizaci6n. 

Con base a los resultados del estudio se comprobé que los IB de las 

marcas Merck, Becton and Dickinson, MDT y Raven, contienen las 

endoesporas correctas para el tipo de esterilizacion que se recomienda en 

su etiqueta. Los IB de la marca Belsa para verificar ciclos por vapor de 
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agua, presentaron una morfologia diferente a las especies estudiadas, en 

las pruebas bioquimicas sus resultados fueron iguales a los de B. subtilis, 

pero sin pertenecer a la variedad niger como lo demostré su falta de 

Ppigmentaci6n negra. 

En la FEUM se sefialan fas caracteristicas de empaque y la 

informacién que deben de contener los IB para su correcto uso, manejo y 

cuidados. 

Los resultados del estudio mostraron que todos los 1B poseen un 

instructivo para su correcto uso, pero no significa que reunan todas las 

especificaciones que sefala la FEUM, y no garantiza que la informacién 

que se brinda sea la correcta. - 

Lo anterior hace necesario que el usuario, tenga conocimiento 

sobre las caracteristicas de las endoesporas utilizadas como IB, asi como 

de los requisitos que deben de cumplir como tales. 

La temperatura de incubacién de los IB no puede ser arbitraria, fa 

FEUM establece que para B. subtilis, la temperatura de incubacion es de 

37°C y para B. stearothermophillus es estrictamente a 57°C. 

En el instructivo de la marca Belsa, se indica que la temperatura de 

incubacién de los {B para verificar los ciclos a vapor es de 30 a 35°C; 

incluso en este estudio se utiliz6 la temperatura ambiente, para la 

incubacién de los IB, porque marcas como Belsa, han llegado a sugerir la 

incubacion a temperatura ambiente dentro de! consultorio dental. 

Los resultados mostraron que las endosporas de B. subtilis, de 

todas las marcas incluyendo las cepas de fa ATCC, a temperatura 
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ambiente Ilegan a desarrollarse pero en muy poca cantidad y, B. 

stearothermophillus definitivamente no presenta crecimiento. 

Debido a la diversidad de climas, dependiendo de ia zona 

geografica, la estacion del afio y atin en un mismo lugar existe variacion 

dependiendo de la hora del dia, razones por las que la incubacién a 

temperatura ambiente no es confiable. 

Asi mismo, la FEUM dice que cuando un IB es utilizado fuera de 

las indicaciones y recomendaciones de uso, la verificacion minima de sus 

parametros de resistencia seria insuficiente, por lo que debera validarse 

para los propdsitos reales de uso y para las condiciones en las cuales se 

va a aplicar. 

En el departamento de control analitico de la Facultad de Quimica, 

se realizaron pruebas para comprobar la efectividad de los iB de la marca 

Belsa. Las pruebas se basaron en las indicaciones del fabricante y no con 

base a las especificaciones de la FEUM. 

Los diferentes IB analizados, de acuerdo a su presentaci6n y 

manejo, presentan ventajas y desventajas importantes para la seleccién de 

un IB, las cuales se muestran en la tabla 8. 
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Tabla 8.- Ventajas y desventajas de los IB de acuerdo a su 

presentacién 
  

  

  

Presentaci6n-en-.. ~.") «Sé pueden enviar facitmiente 
tiras.o-discos:de- 2°). al laboratorio.. . 

papel filtro. =) «No requieren feftigeracion. 

BL #Existén con’ B. subiilis y con: 
B. ‘stearothermophillus, 

“contenidos enun mismo iB oO 

  

  

    

    

eSe puede daiiar el empaque 
-durante la manipulacién y.. 

 contaminarse. 

-eRequiere de ta preparacién 
de un medio de cultivo y de! 
“sembrado del IB en” 
condiciones asépticas. 
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conocer la cantidad de esporas que contiene, marcas como Merck y Belsa, 

Otro dato importante a considerar al momento de elegir un IB, es 

manejan la cantidad de endosporas de sus IB dentro de un rango, mientras 

que las marcas Becton and Dickinson, Raven y MDT, proporcionan el 

numero exacto, lo que significa que tienen un mejor control de calidad en la 

elaboracion del verificador. 

Las recomendaciones para saber cuando realizar un monitoreo biolégico 

se proporcionan a continuaci6n: 

Siempre realizarlo por lo menos una vez a la semana. 

Al reatizar la instalacién por primera vez de un aparato de esterilizado. 

e Después de cualquier reparacién. 

e Cuando la carga por esterilizar contenga cualquier tipo de implante; este 

no podra colocarse hasta no tener los resultados de la prueba biologica. 

e Cuando ha sufrido cambios la configuracién de la carga (en su tipo de 

empaque 6 respecto a los productos o materiales que contiene). 

Con este estudio se brinda la informacién necesaria para poder 

elegir correctamente un indicador Biolégico, dependiendo de fas 

necesidades de cada usuario y de las ventajas y desventajas que ofrecen 

los 1B existentes en nuestro pais, tomando en cuenta el cumplimiento de 

las especificaciones establecidas por ta ATCC y la FEUM. 

Se agradece a los distribuidores de las marcas Merck, Belsa y Raven, ia 

donacién de IB para la realizacién de este estudio. 
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ANEXO 1.- AGAR NUTRITIVO. 

Formula por litro: 

Peptona .............2025 5.09 

Extracto de came de res....3.0g 

AAD... ee cect eee cee eee eeeeerees 18 

Preparacién: 

_
 . Se suspenden 23 gramos del polvo en un litro de agua destilada. 

ND
 

. Mezclar bien y dejar reposar hasta que la mezcla sea uniforme. 

wo
 

. Se calienta suavemente agitando y se hierve durante uno o dos 

minutos o hasta su disolucién completa. 

4. Esterilizar a 121° C con 15 Ib de presién durante 15 minutos. 

a
 . Su pH final es de 6.84 2. 

a
 . Vertir la preparacion en cajas peti. 
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ANEXO 2.- CUANTIFICACION DE UFC. 

Material 

e Tubos de 12 x 75 con solucién salina 

« Pipeta de 10m! 

e Micropipeta 

e Gradilla 

e Vortex 

¢ Cajas Petri con agar nutritivo 

e Rodilto 

Método 

4. Por cada indicador Biolégico se realizara una siembra por triplicado en 

agar nutritivo. 

2. Si el producto es sélido se disuelve en 10m! de sol. salina isotonica para 

desestrezar a las esporas agitando en el vortex n°. 4 por 30 segundos. 

Si el producto es liquido, tomar 100, y proceder con las diluciones. 

3. Tomar 1m! de la muestra y diluir hasta 10°. 

4. Sembrar en 20 ml de agar nutritivo por la técnica de caja vertida. 

5. Cuando la determinacién se realiza por triplicado se preparan tres series 

de diluciones iguales y se procede a sembrar una caja con cada dilucién 

de las tres series, con la que se tiene la determinacién por triplicado. 

6. Incubar las cajas a 37° 6 57°C dependiendo del tipo de bacilo (B. 

subtilis 6 B. stearothermophillus). 

7. Contabilizar y registrar e! numero de unidades formadoras de colonias 

(UFC) a las 24 horas. 
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ANEXU 3.- IDENTIFICACION MORFOLOGICA. 

Tincién de Gram 

La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos recomienda que 

para verificar la ausencia de otros microorganismos se realizara la 

observacién microscopica de frotis tefiidos con tincién de Gram (MGA 

0921). 

Material 

e Microscopio 

© Portaobjetos 

e Asa 

*« Mechero 

e Gradilla 

¢ Cultivo de 24 horas de B. subtilis y B. stearothermophillus 

e Reactivos: cristal violeta, Lugol. Alcohol-acetona y Safranina 

Métedo 

1. Hacer un frotis de! microorganismo. 

2. Cubrir la preparacién con cristal violeta, dejar reaccionar por Amin. y 

lavar. 

3. Cubrir la preparacién con lugol dejarlo 1min. escurrir el exceso de 

reactivo y lavar. 

4. Agregar a la muestra sosteniéndola ligeramente inclinada alcohol - 

acetona, tan pronto como las gotas ya no arrastren color, lavar con 

agua. 

5. Por ultimo agregar el colorante de contraste (safranina), y observar al 

microscopio con 1,000X. 
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ANEXO 4,-TINCION CON AZUL DE ALGODON. 

Para poder observar microscépicamente a fas esporas con claridad 

se utilizé azul de algodén. 

Material 

Microscopio 

Portaobjetos 

Asa de siembra 

Colorantes: azul de algod6n 

Cultivo de B. subtilis y B. stearothermophillus. 

Método 

1. Preparar un frotis del microorganismo a observar. 

2. Colocar una gota de azul de algodén. 

3. Cubrir la preparacién con un cubreobjetos. 

4. Observar al microscopio, con objetivo de inmersion. 
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ANEXO N° 5.- PRUEBA DE CATALASA. 

El peréxido de hidrégeno se forma como uno de los productos 

finales del metabolismo oxidativo a aerébico de los hidratos de carbono. Si 

se deja acumular, éste es letal para las células bacterianas. La mayoria de 

las bacterias aerobias y facultativas poseen actividad de catalasa. 

Material 

e Cajas Petri con triptosa fosfato agar o agar nutritivo. 

e Agua oxigenada al 3.0%. 

¢ Cultivos de 24 horas de B. subtilis y B. stearothermophillus. 

Método 

. Con iapiz graso, dividir la parte de fa caja en cuatro sectores. 

. Identificar los sectores 1 y 2 con el nombre de los microorganismos 

indicados, el sector 3 con "P"(problema), y el 4° con "C" (control). 

Sembrar con estria recta, inoculando un microorganismo en cada sector. 

4. Invertir las cajas e incubar a 35°C durante 24 - 48 hr. 

~
 

Agregar unas gotas de perdxido de hidrégeno sobre el desarrolio 

microbiano. 

. Interpretar la reaccién como positiva o negativa en el caso de no 

observar ninguna liberacién de oxigeno. 

. Registrar los resultados en [a hoja tabular. 
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ANEXO N° 6.- HEMOLISIS DE AGAR - SANGRE 

La base de agar sangre ayuda al aislamiento, cultivo y 

determinacion de la actividad hemolitica de diversos microorganismos. 

La gran diversidad entre especies de bacilos esta ejemplificada por 

su metabolismo, todas son quimioheterétrofas y pueden degradar diversos 

sustratos organicos como aminoacidos, acidos organicos y azucares para 

obtener carbono y energia y son colonias hemoliticas catalasa - positiva . 

Material 

e Cajas Petri 

Base de agar- sangre 

¢ Cultivo de B. subtilis 

e Sangre de cordero desfibrinada 

Método 

1. Suspender 40g de! medio deshidratado en un litro de agua destilada y 

remojar durante 5 y 10 min, hervir durante un minuto. 

2. Esterilizar a 121°C durante 20 min. 

3. Después de esto enfriar a 45°-50° y afiadir de 5 ‘a 10% de sangre 

desfibrinada estéril, homogeneizar y vaciar en cajas petri estériles. 

4. Sembrar con estria recta el microorganismo, e incubar durante 24 horas 

a 37°C. 

5. Observar y anotar en una hoja tabular los resultados como positiva o 

negativa la presencia o ausencia de hidrdlisis respectivamente. 
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ANEXO N° 7.- REACCION DE VOGES - PROSKAUER. 

Se utiliza para identificar bacterias que al degradar la glucosa por la 

via de la fermentacién acido mixta, produce acetona como principal 

subproducto y menos cantidad de acidos fuertes. 

Material 

e Tubos de 12 x 75 con caldo RM/VP 

Pipetas de 1.0ml 

Cultivo de 24 horas de B. subtilis y B. stearothermophillus. 

Alfa naftol 

Hidréxido de potasio al 40% 

Método 

4. Identificar los tubos e inocularlos con el microorganismo 

correspondiente. 

2. Incubar durante 24 horas a 37° y 57°C correspondientemente. 

3. Al finalizar el periodo de incubacion, afiadir 0.6 ml de alfa nafto! y 0.2 ml 

de hidréxido de potasio (es esencial agregar los reactivos en ese orden). 

4. Agitar cuidadosamente los tubos para exponer el medio al oxigeno 

atmosférico y dejarlos reposar durante 10-15 minutos. 

5. Observar e interpretar los resultados como positivo o negativos y 

registrarlos en la hoja tabular. 
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ANEXO N°8.- CRECIMIENTO ANAEROBIO. 

La mayoria de las especies de bacilos presentan su mejor 

crecimiento en presencia de oxigeno, sin embargo algunas especies son 

anaerobias factutativas. 

Material 

« Cajas Petri o tubos con agar sangre 

© Cultivo de B. subtilis y B. stearothermophillus. 

e Camara de anaerobiosis 

Método 

1. Colocar las cajas Petri con agar dentro de la campana junto con el 

cultivo de microorganismos. 

2. Sembrar ef microorganismo con estria recta e incubar minimo durante 

48 horas 

3. Observar {a presencia de crecimiento y registrar los resultados como 

positivos o negativos. 
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ANEXO N° 9.- HIDROLISIS DE ALMIDON. 

Se utiliza para identificar bacterias que tienen la capacidad de 

hidrolizar diversos sustratos organicos. 

Material 

e Lapiz graso o marcador 

« Mechero 

« Asa, portasa 

e Gradilla 

« Cajas Petri con agar almidon 

e Cultivo puro de 24 horas de desarrollo de gelosa nutritiva de: B. subtilis 

e Solucién de yodo yodurada (lugol) 

Método 

1. Con el lapiz graso 0 con un marcador, dividir la parte extema de la caja 

en cuatro sectores. 

2. \dentificar los sectores 1 y 2 con el nombre del microorganismo indicado, 

el sector 3 con "P" (problema) y el 4 con "C” (control). 

3. En condiciones de asepsia, tomar una asada del cultivo indicado e 

inocular el sector 1, sembrando por estria recta empezando por el borde 

de la caja. 

4. Repetir ef procedimiento, inoculando los sectores 2 y 3 con los 

microorganismos control. 
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5. El sector "C", se deja sin sembrar y se utiliza como control de esterilidad 

dei medio, asi como de testigo de reaccion del almidon. 

6. Invertir las cajas, incubar a 37°Cdurante 24-48 horas 

"7. Después de la incubacién, cubrir la superficie de la caja con solucién de 

lugol. 

8. Observar la reaccién, anotando fos resultados como positivos o 

negativos en la hoja tabular.
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