Revista Cubana de Ortopedia y Traumatologia 2011;25(2):128-135

ARTICULO ORIGINAL

Aposito bioldgico esterilizado con gas 6xido de etileno

A biological dressing sterilized using ethylene oxide gas
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RESUMEN

Objetivo: se presentd el resultado de una investigacién preclinica dirigida a
comprobar el poder esterilizante del gas éxido de etileno sobre la piel porcina
empleada como aposito bioldgico.

Métodos: se contaminaron 2 grupos de 60 muestras cada uno, de piel porcina
liofilizada con una cepa de estafilococo coagulasa positivo y Pseudomona aeruginosa,
respectivamente. El 25 % de las muestras de cada grupo se envié al laboratorio de
microbiologia para comprobar la efectividad del método de contaminacion. El 75 %
restante se tratd durante diferentes periodos en una camara de gas éxido de etileno
y, posteriormente, se enviaron al laboratorio de microbiologia para comprobar el
grado de esterilidad.

Resultados: se demostré la alta efectividad del gas 6xido de etileno para esterilizar
la piel porcina que es empleada como apésito bioldgico.

Conclusiones: este método es seguro, por lo que es apropiado para el empleo en
la clinica médica.

Palabras clave: gas 6xido de etileno, tejido bioldgico, esterilizacién.
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ABSTRACT

Objective: to present the result from a preclinical research aimed to verify the
sterilizing power of ethylene oxide gas on the porcine skin used as a biological
dressing.

Methods: two groups of 60 samples each of lyophilized porcine skin were
contaminated with a strain of positive-coagulase staphylococcus and Pseudomona
aeruginosa, respectively. The 25 % of samples of each group was sent to
microbiology laboratory to verify the effectiveness of contamination method. The
remainder 75 % was treated in different periods in a chamber of ethylene oxide gas
and later, was sent to the above laboratory to verify the sterility degree.

Results: it was demonstrated the effectiveness of the ethylene oxide gas to
sterilize the porcine skin, which is used as a biological dressing.

Conclusions: this method is safe, therefore it is appropriate to use in the medical
clinic.

Key words: ethylene oxide gas, biological tissue, sterilization.

RESUME

Objectifs: |le résultat d'une recherche pré-clinique visée a confirmer I'effet
désinfectant de I'oxyde d'éthyléne gazeux sur la peau porcine, utilisée en tant que
pansement biologique, est présenté.

Méthodes: deux groupes de 60 échantillons chacun de peau porcine lyophilisée ont
été respectivement infectés par une souche de staphylocoagulase positive et de
Pseudomonas aeruginosa. Afin de vérifier I'effectivité de cette méthode d'infection,
25 % des échantillons de chaque groupe ont été envoyés au laboratoire de
microbiologie. Les échantillons restant ont été traités pendant différentes périodes
dans une chambre a I'oxyde d'éthyléne gazeux, et puis ils ont été envoyés au
laboratoire de microbiologie pour confirmer le degré de désinfection.

Résultats: on a démontré que I'oxyde d'éthyléne gazeux est hautement efficace
pour désinfecter la peau porcine utilisée comme pansement biologique.
Conclusions: on a démontré que cette méthode est slire, et que son usage est
donc approprié dans la clinigue médicale.

Mots clés: oxyde d'éthylene gazeux, tissu biologique, désinfection.

INTRODUCCION

El gas 6xido de etileno (OtE) se utiliza ampliamente como materia prima en la
sintesis de muchos compuestos organicos. Desde 1928 se comenzé a utilizar como
agente fumigante e insecticida. En la década de los cuarenta se realizaron estudios
como agente esterilizante; en 1949 se comenzd su empleo como gas esterilizante
en instrumental médico. En los Gltimos afios se ha generalizado su empleo en
esterilizar materiales que no toleran el calor (plastico y elastdmero). Es asi que se
emplea para esterilizar catéteres, jeringuillas desechables, sondas, prétesis
valvulares, instrumental endoscdpico, industria farmacéutica, y otros.'?
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En Cuba se emplean las radiaciones ionizantes y el gas OtE para esterilizar los
materiales termosensibles. Las plantas de irradiacion en Cuba se encuentran
ubicadas en la capital del pais. La gran mayoria de las instituciones hospitalarias
emplean para esterilizar el material sensible al calor, el OtE. Su empleo se reduce a
la recuperacién de material descartable, catéteres y algln otro equipo o dispositivo
implantable como marcapasos electronicos, electrodos, valvulas cardiacas
mecanicas Yy tejidos sintéticos. Su empleo para esterilizar material bioldgico no esta
generalizado.?

Las dificultades de disponer en todo momento de las radiaciones ionizantes y
constar en la institucion de autoclave para OtE, nos estimuld su empleo para
comprobar su poder esterilizante sobre la piel porcina que se usa como apdsito
bioldgico, lo cual constituye el objetivo de este estudio.

METODOS

Durante la confeccién y ejecucién del protocolo de investigacion se tuvieron en
cuenta las normas y resoluciones nacionales que regulan esta actividad en el pais.*”’

Se prepararan 120 muestras de piel porcina liofilizada, de 15 x 15 mm de superficie,
y entre 0,3 y 0,4 mm de espesor, las cuales se dividieron en 2 grupos de 60 muestras
cada uno.

El primer grupo (A) de 60 muestras se contamind con una cepa ya conocida de
estafilococo coagulasa positivo (EC) y el segundo grupo (B) de 60 muestras, se
contamind con una cepa de Pseudomona aeruginosa. El proceder se realizé en el
banco de tejidos en un gabinete de seguridad biolégica. Cada muestra se empaquetd
individualmente con doble envoltura, en bolsas especiales para esterilizar con gas
OtE, convenientemente roturadas.

El 25 % las muestras del primer grupo (A), 15 muestras, y del segundo grupo (B),
15 muestras, fueron estudiadas en el Laboratorio de Microbiologia para confirmar la
efectividad del método de contaminacion.

Las restantes 45 muestras de cada grupo A y B, se subdividieron en 3 subgrupos de
15 muestras cada uno: Al, A2, A3 y B1, B2, B3; los cuales se sometieron a una
esterilizacion en autoclave de OtE, durante 60, 90 y 120 min, respectivamente.

Para la esterilizacidon se empled una camara para OtE Sakura ®. Tokio. El método
empleado en la cdmara de OtE fue:

a) La concentracion del gas OtE fue de 500 kg/L.

b) El tiempo de exposicion variable entre 60, 90 y 120 min, en correspondencia con
el protocolo.

c) La temperatura de 45 °C.

d) Humedad relativa de 50 %.
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El proceso se dividié en 2 etapas:

1. Preacondicionamiento: se calenté la carga y se suministré la humedad necesaria.

2. Esterilizacion, con 4 fases:

« Evacuacién de la cdamara que produce vacio forzado con una bomba.
« Introduccion del vapor para restablecer la humedad necesaria.

Inyeccion de OtE en la concentracién indicada.

Evacuacion final de la camara e inyeccion de aire cuando termina el proceso.

Se elimind el gas OtE remanente por medio de un flujo de aire forzado hacia el
exterior a través de un convertidor catalitico que asegura la conversion del gas en
CO2 y H20.8

Al final del proceso se empled la cdmara de desintoxicacion para extraer todo
residuo de gas remanente.’

Ademas del indicador quimico para OtE del papel de empaquetamiento, se empled
un indicador bioldgico para gas éxido de etileno marca Esporitec®. México. Cada
lote se esterilizé independientemente. Todas las muestras se enviaron al laboratorio
de microbiologia, acompanadas de los tubos testigos.

En el laboratorio de microbiologia se procedid a determinar el grado de esterilidad
de cada uno de los subgrupos. Para hacer este estudio se procedié a tomar 5
muestras de cada subgrupo de 15, aplicando la féormula:

K= N/n

Donde K es el intervalo de seleccion sistematica; N, niumero total del
grupo y n, porcentaje de la muestra escogida.

Procesamiento estadistico de los resultados®®

El resultado en cada grupo de ensayo se codificé y comparo entre si como: O, si no
hay presencia de microorganismos; y 1 si hay presencia de alguno. Se
establecieron medias en cada grupo de ensayo, y las desviaciones estandar.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los resultados del procedimiento de comprobacion del
método de contaminacion.

El grupo A, contaminado con un estafilococo coagulasa positivo, sus 15 muestras
fueron positivos a la misma cepa empleada de estafilococo. De igual forma en el
grupo B, todas las muestras estuvieron contaminadas con la misma cepa de
Pseudomona aeruginosa utilizada. Estos resultados muestran que el método de
contaminacién fue confiable.
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A1 contaminado con estafilococo coagulasa positivo, B contaminado con

En la tabla 2 se resumen los resultados de las 90 muestras de piel porcina

Tabla 1. Muestras no esterilizadas

Muestra | Grupo Microorganismo aislado

1 A Estafilococo coagulasa positivo
B Preudormons seruginoss
i, Estafilococo coagulasa positivo
2 B Peaudormons eruginosa
A Estafilococo coagulasa positivo
3 B Preudormons seruginoss
A Estafilococo coagulasa positiva
* B Feaudomonsa aeruginosa
c A Estafilococo coagulasa positivo
B Peeudormona aeruginosa

Peeudornona seruginoss.,

contaminadas, segun el método experimentado, pero luego esterilizadas con gas
OtE durante un tiempo variable de 60, 90 y 120 min. El resultado demuestra que

aun empleando el tiempo minimo de 60 min, el gas es efectivo tanto para el
estafilococo coagulasa positivo como para la Pseudomona aeruginosa.

Tabla 2. Muestras contaminadas con estafilococo coagulasa positivo v Fseudormons

Muestra

1

Grupo & estafilocooo coagulasa positivo, Grupo B fseudomona erugingsa,

DISCUSION

Tradicionalmente el Banco de Tejidos ORTOP® ha empleado las radiaciones

seruginosa, esterilizadas con oxido de etileno

&, 0 0
B o 0
&, 0 0
B o 0
&, 0 0
B o 0
&, 0 0
B 0 0
&, 0 0
B o 0

o

ool o|laolo o o oo

Grupo | Subgrupo 60 min | Subgrupo 90 min | Subgrupo 120 min

ionizantes como método de esterilizacion de tejido dseo y piel porcina para apdsito

bioldgico.

11,12
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La piel humana no es necesario esterilizarla cuando se emplea como autotrasplante
en quemados. También se puede emplear como un homoinjerto proveniente de los
bancos de piel, creados al efecto. En el caso del Banco de Tejidos ORTOP se
elaboran apésitos bioldgicos a partir de piel porcina liofilizada, la cual si requiere ser
esterilizada con el empleo para ello de glicerol, gas OtE o radiacién gamma.

Las radiaciones (rayos X, rayos gamma y rayos beta) exigen instalaciones muy
costosas y, por su mismo poder energético pueden, en algunas ocasiones, dar
resultados indeseables como la aparicion de radicales libres, cambio de coloracion,
interacciones, y otros.'?!*

La efectividad del OtE no habia sido probada hasta el momento en Cuba en lo que
concierne a los tejidos bioldgicos para implante. El ensayo disefiado para probar la
efectividad del método de contaminacién asi como el realizado sometiendo porciones
de piel porcina contaminadas con un microorganismo conocido a la accién del gas
oxido de etileno, demostro su eficacia en cuanto al poder esterilizante.

Otro de los empleos del OtE es en los dispositivos médicos llamados "desechables",
gue se recuperan mucho mediante limpieza y esterilizacién. Desde finales de la
década de los cincuente del siglo xx, se hizo evidente la necesidad de emplear un
método de esterilizacion para los materiales termosensibles, no solo que fuera
seguro sino econdmicamente asequible en comparacién con la irradiacion gamma,
ya puesta a punto para esos afios en Cuba. Asi surgen las camaras de esterilizacion
que emplean el gas OtE, las cuales se comenzaron a utilizar de manera considerable
en una variada gama de productos, cuyos fabricantes catalogaban de

"descartables".>"’

Efectos sobre la salud

Al éxido de etileno se le atribuyen algunos efectos nocivos para la salud: los mas
importantes son la toxicidad, cancerigenos y mutagénicos.®*°

En el personal expuesto profesionalmente se incluye el de las centrales de
esterilizacion de los hospitales y el de las industrias quimicas con exposicion
profesional 2%

Los estudios epidemioldgicos realizados sobre personal profesionalmente expuesto
al OtE, han mostrado una incidencia significativa de abortos, enfermedad de
Hodgkin y linfomas.?*?3

Aungue no es de interés fundamental para los fines de ese trabajo, solo se considera
como personal con riesgo de exposicién profesional a aquellas personas que
trabajan en puestos con riesgo de exposicidon; también aquellas que trabajan de
forma permanente, 8 h diarias. No se incluye como personal expuesto
profesionalmente a aquellas que trabajan de forma temporal y durante menos de
2 meses y en puestos de trabajo con riesgo de exposicién.**

Por todo lo anterior los fabricantes de autoclaves para OtE la fabrican cada vez mas
seguras en su manipulacién, lo cual permite un grado muy elevado de seguridad
para los profesionales y el medio ambiente (Agency for Toxic Substances and
Disease Registry: ATSDR; FDA. Center por Drug Evaluation and Research, 2008).

En las Normas de Servicios de Tejidos de la Cruz Roja Norteamericana (Standards
of the American Red Cross Tissue Services) se muestran las partes por millon
tolerables para el OtE y sus metabolitos.
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Mormas de los Servicios de Tejidos de la Cruz Roja Morteamericana, 6ta. ed., 1994

Partes por milldn

Dispositivos medicos — —
Oxido Clarhidrinas

para implante de etileno de etileno Etilenglicol
Pequefio {<10 g} 2850 250 cEoon
Mediano (=10-100 g3 100 100 2000
Grande (=100 g} 25 25 500

Las investigaciones realizadas en Cuba®?® en el Hospital "William Soler" en 2003
demuestran que los niveles alcanzados de residuos en materiales esterilizados y
reesterilizados en OtE, no sobrepasan esas cifras. Recientemente, la doctora
Roxana Hidalgo Rodriguez y otros®’ presentaron su experiencia al comparar un
esterilizador modelo 130 LF marca Matachana de fabricacién espafiola, con el
esterilizado Sakura ®, semejante al que se emplea por el Banco de Tejido ORTOP,
utilizado por los autores de este trabajo. Segun los resultados, no encontraron
diferencia en el potencial esterilizante de ambos equipos.

Estos trabajos solo demuestran el interés de encontrar el equipo de esterilizacion
ideal para materiales "reciclables" y materiales termolabiles, como son los
implantes bioldgicos.

Independiente de todo lo antes expuesto sobre los inconvenientes del gas OtE, en
el caso de la piel porcina empleada como aposito bioldgico, no se trata de un
implante permanente sino transitorio por 4 o 5 d, sobre la superficie de la piel, que
cumple las normas de esterilizacion con OtE en cuanto a la aireacién y que ademas
requiere ser hidratado durante unos minutos, antes de su empleo.

El método utilizado de contaminacion de la piel porcina con un microorganismo
conocido fue efectivo para la totalidad de las muestras. Qued6 demostrado que la
piel porcina contaminada se esterilizaba en un tiempo minimo de 60 min con el gas
oxido de etileno. El empleo de apdsitos bioldgicos esterilizados con OtE no implica
un riesgo para los pacientes que lo requieran, porque no se trata de un implante
permanente. Estos resultados demuestran la necesidad de un ensayo preclinico en
el laboratorio, el cual demuestre que la piel porcina esterilizada con 6xido de etileno
no es irritante ni toxica, si se prepara siguiendo las buenas practicas normadas.
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