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Objetivo:

Conocer el fundamento y la aplicaciéon de la
esterilizacion por calor hUmedo como métodos para

estudiar a los microorganismos




Contenido:

|. Reduccion microbiana

- Antecedentes

- Definiciones

- Métodos fisicos y quimicos
Il. Esterilizacion

- Fundamento y proceso
lll. Controles

- Bioindicadores



I. Reduccion o eliminacion
microbiana

> Moisés (1450 a.C.) - Sistema de purificaciéon por fuego.

> Hipocrates (430-370c.C.)- Separa la medicina de la
filosofia. Irriga las heridas con vino o agua hervida.

> Aristoteles recomienda a Alejandro Magno gue la
tropa beba agua hervida para no enfermar.

La reduccion o eliminacion por técnicas de higiene y
sanidad ambiental que controlan la presencia o
ausencia de microorganismos indeseables, ha permitido
el avance de la Microbiologia y su aplicacion en
diferentes dreas como la medicing, la industrio
alimentaria y la farmacéutica.



/MICROQRGANISMOS

Esterilizar: La destruccion, eliminacion o reduccion
total de todos los microorganismos contenidos en un
objeto por medios fisicos 0 quUIMICOoS.

En Microbiologia, es eliminacion o destruccion de
todo organismo o forma de vida: vegetal o animal,
MACroscoOpica 0 MiCroscopica, NOCiva O iINOCUQ.

(Esta vivo cuando es capaz de reproducirse)



ﬁ,i : II. Esterilizacion

Esterilizacion: Eliminacién completa de toda formo
viva (viables) de un medio o material.

Un medio es esteril cuando la ausencia de
microorganismos es “completa”.

El término estéril es “absoluto”.
Inactiva totalmente todo tipo de microorganismo.
No hay la capacidad de reproduccion.

Sin embargo, No implica la destruccion de los
constituyentes celulares: enzimas, toxinas, e’riﬁj‘_ |




Reduccion microbiana

Desinfectar: Proceso de reduccion de
microorganismos patdgenos en objetos inertes.

Sanitizar: Proceso que reduce a un nivel de sanidad
y seguro el niUmero de microorganismos presentes
en superficies y en el ambiente.

Términos que no son absolutos.

Area aséptica: zona comprendida dentro de una
area limpia, disenada y construida para minimizar
la confaminacion por particulas viables y no
viables, manteniéndola dentro de Ilimiftes
preestablecidos.



Esterilizacion

 Temperatura: Medida de la intensidad de

calor.

« Termopar: Dispositivo formado por la union

de dos metales distintfos @
voltaje que es funcidn de

temperafura entre uno ©

ue produce un
a diferencia de
e los exiremos

denominado unidn caliente o de medida vy
el ofro denominado union fria o de

referencia.



Esterilizacion

Validacion: Evidencia documentada que
demuestra que a través de un proceso especifico
de cadlificacion se obtiene, gque un producto
cumple consistentemente con las especificaciones
de calidad establecidas.

Calificacion de la instalacidon: Evidencia
documentada de que las instalaciones, sistemas, vy
equipos se han Instalaodo de acuerdo a las
especificaciones de diseno previomente
establecidas.



Esterilizacion

- Cdlificacion de la ejecucion o desempeno:
Evidencia de que las instalaciones, sistemas vy
equipos se desempenan cumpliendo los criterios de
aceptacion previomente establecidos.

- Cdlificacion del diseno: Evidencia documentada
que demuestra que el diseno propuesto de las
instalaciones, sistemas y equipos es conveniente
para el proposito proyectado.

 Cdlificacidn operacional: Evidencia documentada
que demuestra que el equipo, las instalaciones vy los
sisfemas operan consistentemente, de acuerdo a
las especificaciones de diseno establecidas.



Biocarga o Carga microbiana

En una muestra, los microorganismaos se originan de
diversas fuentes: materias primas, materiales, agua
utilizada, del equipo, del personal o del medio
ambiente, por lo que se debe controlar la
poblacion microbiana durante los procesos.

Los métodos de esterilizacion pueden ser de 3 tipos:
a. Por destruccion total de microorganismos

b. Por muerte o inactivacion

c. Por eliminacion con medios fisicos



Esterilizacion =

Métodos fisicos:
« Calor:
o Calor seco: Flama, Horno, Incineracion
o Vapor o calor humedo: autoclave, ebulliGi
o Tyndalizacion
« Radiacion
o lonizante: radiaciones gamma
o No ionizante: UV
o Altas Presiones, Microondas, pulsos eléct
« Microfiltracion, Ultrafiltracion i
 Osmosis inversa ) |




Esterilizacion

Métodos Quimicos

« Perdxido de Hidrogeno

« Plasma de peroxido de hidrogeno
« Oxido de efileno

« “Desinfeccion guimica: aldehidos”
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Equipos/ hospital/laboratorio

Camara / 30 Its.
construida totalmente
en acero inoxidable.

Camara
BM2 /77 Its.
BM4 / 160 Its.




Esterilizacion /Calor

* Factores - Calor:
o Temperatura
o Tiempo de exposicion
Accion del calor: Muerte
- Calor seco: desnaturalizacion de Proteinas, fusion y

desorganizacion de membranas y/o procesos
oxidantes irreversibles en los microorganismos.

 Calor humedo: desnaturalizacion y coagulacion de
Proteinas.
o AgQuUa especie quimica muy reactiva

o Muchas estructuras bioldgicas son producidas por
reacciones que involucran o eliminan agua.



Esterilizacion /Calor

Transferencia del calor por 3 métodos:

v Conduccion en solidos
v Conveccion en fluidos (liquidos o gases)

v’ Radiacion a fravés de cualquier medio
transparente a ella

Diferencia de temperatura:

S hay una diferencia de temperatura de calor
siempre viagjara del lugar mas caliente al mas frio.



Accion del Calor: Muerte

- Calor seco: produce desecacion en la celulg,
toxico por niveles elevados de electrolitos, fusion de
membranas.

o Por transferencia de calor (contacto directo) desde
los materiales a los picroorganismaos.

o La accidn sobre las Proteinas vy lipidos requiere mayor
temperatura cuando el material estd seco o la
actividad del agua del medio es bagja.

« Calor hUmedo: desnaturalizacion y coagulacion de
Proteinas.

o AQUa especie quimica muy reactiva.

o Muchas estructuras bioldgicas son producidas por
reacciones que involucran o eliminan agua.



Ventajas y Desventajas

« CALOR SECO
Ventajas :

o Para materiales resistentes a temperaturas altas:
vidrio, metal, enfre otros.

o Polvos, sustancias no acuosas y viscosas No
voldatiles.

o No es corrosivo para metales e instrumentos
o Econdmico.

Desventajas:

o Baja penetracion de calor.

o Requiere mayor tiempo y temperatura que calor
humedo.




Ventajas y Desventajas

« CALOR HUMEDO:
Ventajas:

o Transferencia de calor por conduccion y por
conveccion.

o Rapido calentamiento y penetracion.

o Destruccion de bacterias y esporas en corto tiempo
o No deja residuos toxicos.

o Hay un bajo deterioro del material expuesto.

o Econdmico.

Desventajas:

o No para soluciones que formen emulsiones con €l
agua.

o Corrosivo para algunos instrumentos metalicos.




Consideraciones/ Calor humedo

« Para cada microorganismo existe una temperatura
maxima de crecimiento, por encima de la cuadl
mueren.

« A temperaturas altas, las moléculas pierden su
estfructura y su funcion por el proceso llamado
desnaturalizacion.

 La presencia de agua disminuye la temperatura
requerida para desnaturalizar las proteinas.



Consideraciones/ Calor humedo

« Se utiliza vapor saturado bajo presion en uno
autoclave, actualmente llamada esterilizador.

« Este es el método mdas comun de esterilizacion
utilizado, ya que tiene un efecto muy predecible y

reproducible en I destruccion de
MICroorganismos.

« La esterilizacion por vapor se realiza generalmente
al21°Cl15lb.



Valvula de esc Va hacia Valvula Valvula de funcionamiento
m ollmdl:nl: el vapor la Camara de Seguridad Manémetro (controles de Generador

de vapor a la Camara)

(s tor-

La valvula automdtica de expulsion

es controlada mediante termostato,

y se cierra al entrar en contacto con
vapor de agua, cuando el aire se agota

Suministro de agua



https://estudiandoinstrumentacion.wordpress.com/?attachment_id=812#main

Consideraciones/ Calor humedo

Condiciones aproximadas para destruir poo (mesofilos) con calor humedo

LLOO Ceéelulas vegetativas (Esporas®)
Levaduras 5 min a 50-60° C 5 min a 70-80° C

Mohos 30 min a 62° C 30 mina 80°C

Bacterias* 10 min a 60-70° C De 2 a> 800 min a 100° C

Virus 30 min a 60° C 0.5-12 mina l121°C



Humedo

Temperatura y tiempo

Tamano de particula
(BUBBLE PRESSURE Test)/

-
- ) il.
\—

Dosis de Radiacion
absorbida (Dosimetro)

Radiacion




Fisicos

INDICADORES

DE QUE SON?
ESTERILIZ ACION

Biologicos




Indicadores quimicos y fisicos

- Confroles quimicos: son dispositivos especiales
impregnados de compuestos quimicos, sensibles de
cambiar su estructura a una temperatura
especifica y se manifiesta por cambio de color.

" '

- Indicadores fisicos: dispositivos con productos
quimicos sensibles de modificar su estructura
cuando alcanzan una temperatura especifica de
cada del producto y se manifiesta por cambiar su
estado fisico (de estado sdlido a liquido). —_—

sccerr
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Bioindicador: Bacillus

B subtilis
A
g e
bacteriana T AREE A o

Bacilo esporulado

Colonia de
Bacillus
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Género: Bacillus

» Bacilo Gram positivo

» Aerobio

» Puede formar cadenas de bacilos
» Presenta esporas

> Saprofitos ot
» Muy resistente a condiciones adversas "

(nutricionales, de temperatura, humedad, presion,
radiaciones, sanitizantes, entre otras)

» Produce antibidticos, vitaminas, alcoholes vy
enzimas.

31



Indicadores de esterilizacion

Un indicador bioldogico se define como una
preparacion caracterizada de microorganismos
especificos que proporciona una resistencia
definida y estable a un proceso de esterilizacion
especificos.

Los microorganismos utilizados como indicadores
bioldgicos son bacterias formadoras de esporas, ya
gue poseen una resistencia mayor a la microbiota
normal frente a la mayoria de los procesos de
esterilizacion. =

32



Indicadores de esterilizacion

« Se utilizan para controlar ciclos de esterilizacion
establecidos, evaluando la capacidad del proceso

empleado para descontaminar.

« Monitorean o confrolan si el proceso de

esterilizacion funciona correctamente.

« En la actualidad no es suficiente someter |os
materiales al proceso de esterilizacion, sino que
ademads se requiere cierto grado de seguridad en

la eficiencia del procedimiento.

33



Presentaciones

« Tiras de esporas. Franja de papel filtro L
impregnada con una suspension de e
esporas bacterianas y contenidos dentro  wassiz
de un sobre de papel cristal. En algunos
procesos, otros sustratos, por ejemplo,
aluminio, acero inoxidable, fibra de vidrio,
pueden ser utilizados.

 Discos de esporas. Piezas circulares de
papel filtro impregnado con una
suspension de esporas.

34



Presentaciones

« Suspensiones de esporas en un medio
liquido con un indicador de pH.

« Una suspension de esporas con la que
se puede realizar la inoculacion en la
superficie de un material.

« Unidades auto contenidas con firas de
esporas y los medios de cultivo en la
gue van a ser incubados, permitiendo
una mayor sencilez de  uso.

35



Presentaciones

Lectura e interpretacion:

Después de la exposicion de los bioindicadores a un
proceso de esterilizacion, siendo células microbianas
esporuladas, su viabilidad se pone de manifiesto
sembrando las firas en medio de cultivo, las
presentaciones que integran las esporas y el medio,
al igual que las antferiores se incuban a la
temperatura indicada y se observa el desarrollo ©
inhibicion por turbidez o cambio de pH si contiene
un indicador (por el metabolismo de carbohidratos).

-
In crecimiento, turbidez o cambio de pH, indica que

Lot #1161551 Exp 8/01

;T/

Porre
—4 9
L7 Uy

-
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H

< no hay células viables, hay esterilidad. El ciclo de

ges’%’rilizacién se llevo a cabo correctamente. -
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Bioindicadores
| Proceso  TodeEspora  [CMPOSe  codigo

Vapor G. stearothermophilus 7 dias a 55-60°C  SGMS ./
>N
g v
Oxido de Etileno B. atrophaeus 7 dias a 30-35°C SGMG f < 3
F -
Radiacion B. pumilus 7 dias a 30-35°C SGMR = S
ocﬂﬁ’n“’ w
= . G. stearothermophilus 7 dias a 55-60°C  SGMLF/6 '
Formaldehido
Dual B. atrophaeus/G_. SGMD/66
stearothermophilus
Oxido de Etileno 7 dias a 30-35°C
Vapor 7 dias a 55-60°C
_ l
Rele:
B. 72 Horas a B
Gas 106 RG/100 Els o
atrophaeus 37°C S
G_ i; i=
Vapor stearothermo 24Hoursat 106 RS5/100 ‘l
60°C 106 RS6/100 :

philus



Bioindicadores

PROCESO DE

ORGANISMO ESTERILIZACION VALOR DED

G. stearothermophilus | Vapor saturado 121°C 1.5 min.

= G"OP haeus (subtils Calor seco 170 °C 1.0 min.

Var. Niger)
Oxido de etileno

B. subtilis Var. Globiqii 3.0 min.

- "9 | (600 mgy/1, 50%HR 54°C) "

Radiaciones Gamma

B. pumilus HOmedo 0.2 MRAD
Seco 0.15 MRAD




Valores D, F, y Z.

Variables esenciales que permiten la evaluacion de lo
capacidad de destruccion térmica de un proceso de
esterilizacion:

Valor D. Tiempo de reduccion decimal. Tiempo en
minutos requerido para inactivar un logaritmo de la
poblacion microbiana.

Valor F. Tiempo equivalente a una temperatura

especifica entfregada a un contenedor para destruir
una poblacion de esporas.

40



Valores F, D, y Z.

Valor Z. NUmero de grados de cambio de temperatura
necesarios para cambpiar el valor D por un factor de 10.

Eluso de F, Dy Z permite comparar la eficacia de los
ciclos de esterilizacion usando un modelo matemdtico
facilitando la adecuacion de los mismos.

Estos valores se localizan en el certificado que debe
acompanar la compra de bioindicadores.

4]



Number
of Survivors Per
Unit (N)

| Area of Probability
of Survivors

5

Equivalent Minutes at Temperature T
(Fr Value)

-
(=]

20

29
9.9
89.89
99.999

§5.9999
Percent

Desltruction




Consideraciones/ Calor humedo

Valor Dy z de algunos agentes patégenos de origen alimentario

OO Sustrato Valor D(° C) en min  Valor z(° C)
C botulinum SRF D,,,= 0.204 10

C perfringens Medio de cultivo Dgo= 3-5 6- 8
(cepa

termorresistente)

Salmonella Pollo a la King Dgo= 0.39-0.40 4.9-5.1

S aureus Pollo a la King D;,;=5.17- 5.37 5.2-5.8
Pavo relleno Dgo= 15.4 6.8
NaCl 0.5% Dgo= 2.0-2.5 5.6

Bryan 1979. CDCP Atlanta

° ® 43



Validacion: Esterilizacion

En Ciclos o Procesos de esterilizacion para:
« Calificar,

« Validar

« Verificar

Periodicamente los ciclos

Calificar:

« Equipo

* [nstalaciones

« Desempeno del equipo
 Proceso, entre ofros



Uso de termopares




Identificar puntos frios




Calificar equipo, proceso...
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