Esterilizacién por Plasma de Gas de Microorganismos y Mecanismos
de Accién

Resumen

El uso de plasmas de gas verdaderos para la inactivacién de microorganismos es un area de
investigacion dinamica. Se utilizan muchos tipos de gases como fuente de plasma, y se han
aplicado diferentes métodos de producciéon de plasma. Los mecanismos antimicrobianos de los
plasmas de gas basados en oxigeno pueden deberse a un efecto de grabado en las estructuras
microbianas, particularmente en las esporas bacterianas, lo que resulta en un encogimiento. En
contraste, los mecanismos definitivos de accidén de otras fuentes de plasma de gas, como los gases
N2, He, Ne, Ar y Xe, no se han definido claramente y, de hecho, pueden ser distintos. Los
mecanismos especulados de estos plasmas de gas involucran el ataque directo de metastables
(moléculas excitadas), UV y/o VUV a las estructuras microbianas, especificamente la membrana
interna y el ADN en el nucleo de las esporas bacterianas. Segun esta especulacién, las figuras de
esporas esterilizadas permanecerian sin cambios. Sin embargo, estos mecanismos aun deben ser
aclarados. Las perspectivas futuras sobre el uso de plasma de gas para la esterilizacién son de
interés, ya que es posible que se puedan obtener niveles apropiados de garantia de esterilidad en
paralelo con la compatibilidad de materiales y funcionalidad. Los métodos tradicionales de
esterilizaciéon a menudo tienen limitaciones en estos requisitos. Por lo tanto, la esterilizaciéon por

plasma de gas puede resultar ser un procedimiento de esterilizacion alternativo apropiado.
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Introducciéon

El plasma se define como un gas ionizado (o energizado) con un ndimero igual de particulas
cargadas positivamente y negativamente. A menudo se considera el "cuarto estado de la materia"
(siendo los otros tres sdlidos, liquidos y gases), porque, aunque el plasma no es ni un gas ni un
liquido, sus propiedades son similares a las de ambos. El plasma se puede clasificar en base a su
temperatura como de alta o baja temperatura. Un buen ejemplo de plasma de alta temperatura
que ocurre de manera natural es el rayo. Este tipo de plasma puede ser generado artificialmente
mediante un arco de alta temperatura y alto voltaje, que es la base del proceso de descarga de
corona y de las antorchas de plasma utilizadas para vaporizar y redepositar metales. Los plasmas
de baja temperatura, utilizados en modificacién de superficies, limpieza, descontaminacién y
aplicaciones de esterilizacion, son gases ionizados generados en condiciones de vacio profundo
(baja presidon). Estos plasmas operan dentro de una camara de vacio en la que los gases
atmosféricos se han introducido en la camara, que generalmente se evacua por debajo de 0.1 Torr.
Estas bajas presiones permiten un camino libre relativamente largo para los electrones y iones
acelerados dentro de la camara. Dado que estos iones y particulas neutras estan a temperaturas
ambientales o cerca de ellas y el largo camino libre de electrones a altas temperaturas o niveles de
electronvoltios tiene relativamente pocas colisiones con moléculas a esta presion, las condiciones

generales de exposicion se mantienen a baja temperatura.



Para algunas aplicaciones, la esterilizacion a presidon de vacio profundo no puede utilizarse, y se
han propuesto plasmas atmosféricos. La vida util de las especies reactivas del plasma en
condiciones atmosféricas es mucho mas corta que la del plasma a baja presién. Como resultado,
la mayoria de las especies activas del plasma, con la excepcion de los metastables (atomos
electrénicamente excitados de larga duracion), pierden su reactividad dramaticamente en una
posicion remota. Segun un informe, el equipo de plasma pulsado atmosférico o de un tercio de
presion atmosférica puede ser mas deseable (1).

Es importante destacar que los procesos de descontaminacién por plasma "verdadero" no se han
utilizado ampliamente hasta la fecha. En cambio, una variedad de procesos basados en gas de
peréxido de hidrégeno que utilizan plasma como parte del proceso de esterilizacidn se consideran
comunmente como "esterilizacién por plasma". Sin embargo, ahora se sabe que los mecanismos
de accién antimicrobiana en estos procesos se deben principalmente al gas de peréxido de
hidrégeno (o gas condensado) y no al plasma, aunque se sabe que la fase de generaciéon de plasma

de estos procesos ayuda en la descomposicién del peréxido residual en la carga de la cdmara (2).

Existen varios informes sobre el uso potencial de los plasmas para aplicaciones de esterilizacién, en
particular la demostracion de actividad antimicrobiana de amplio espectro (especialmente
esporicida) y la cinética de esta actividad a lo largo del tiempo. Este es un requisito importante
para la demostracidon de cualquier proceso de esterilizacion, tal como se describe en las hormas
internacionales (3). Se han informado y discutido varios tipos de gases fuente y procedimientos de
produccién de plasma de gas (4,5). Como enfoque en este articulo de revisién, consideramos una
serie de variables que pueden haber sido pasadas por alto y malinterpretadas en estudios previos.
Una de ellas es el fendmeno de cola observado en estudios de inactivacién microbiana. Esta es una
variable importante en el diseflo de un proceso de esterilizacién por sobreexposicién tipico y puede
deberse a varios factores, incluidos artefactos en el método de prueba, como el agrupamiento de
esporas en un indicador biolégico (IB). El agrupamiento de esporas puede tener los mismos efectos
que la materia orgdnica en interferir con la eficiencia de esterilizacion del plasma de gas en tales
investigaciones. El fendmeno de cola comunmente informado para investigaciones de
esterilizacion por plasma ha sido investigado y aclarado utilizando IBs sin agrupamiento. Otra
consideracion es el uso de la llamada "esterilizacion por plasma de gas inerte" y las diferencias en
sus mecanismos de accion. El uso de gases inertes es bastante deseable, ya que se cree que
alcanzan el sobreexceso requerido en el proceso de esterilizacion [como un nivel de garantia de
esterilidad (SAL) de al menos 10-6] en paralelo con la compatibilidad de materiales y
funcionalidad. Este es un equilibrio importante de lograr para la validacién de la esterilizaciéon en
aplicaciones médicas y de fabricacién. Las aplicaciones de plasma de gas inerte son el foco de
investigaciones, patentes y discusiones adicionales en todo el mundo.

Especies Activas para la Esterilizacion mediante Plasma de Gas

Diversos tipos de especies activas se consideran responsables de los efectos antimicrobianos del
plasma de gas. Estas incluyen diversos tipos de iones, electrones, radicales, luz UV, UV en el vacio
(VUV), campos eléctricos y metastables (véase Figuras 1 y 2) (http://www.astp.com/plasma-

equipment/applications). Es importante destacar que estas especies activas pueden variar segun

los tipos de gases utilizados para la formacién del plasma y los métodos empleados para generar
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el plasma. A continuacion, se profundiza en estos aspectos, basdndose en los diferentes tipos de

gases comunmente utilizados.
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Oxigeno

El gas mas popular investigado hasta la fecha para la esterilizacién por plasma es el oxigeno (O).
El O, produce atomos de oxigeno (O), radicales hidroxilos (OH), peréxido de hidrégeno (OOH)y una
mezcla de otros radicales que contribuyen a los efectos de esterilizacion (6). Entre estos, el radical
OH a menudo se considera el mas eficiente para la inactivacién microbiana, a pesar de su vida

extremadamente corta (6) (véase Figura 3).
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Figura 3.
Comparacion tedrica de la actividad antimicrobiana de los radicales O (¢), OH (4 ), OOH (o) y H

(2)(6).




Se cree que el mecanismo de diversos radicales de O, se debe a los efectos de grabado (véase
Figura 2). Basado en la visualizacién directa de esporas bacterianas expuestas, se observa que a
mayor exposicion al plasma de O,, mayor es la contraccion de las esporas (véase Figura 4) (5). Existe
una relacioén significativa entre el grado de contracciéon y la muerte de las esporas (véase Figura 5)
(7); el coeficiente de correlaciéon de la linea de regresion, como se muestra en la Figura 5, es de
0.949. En contraste, el plasma de N no presenta hinguna contracciéon (7,8). La diferencia en los
mecanismos de los gases O, y N> aun no se ha aclarado completamente y debe considerarse
seriamente desde el punto de vista antimicrobiano y de compatibilidad.
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(7). Se observé un coeficiente de relacién de
0.949 entre el grado de contraccién y la tasa
de muerte de las esporas.

electrénica de barrido de esporas bacterianas
expuestas a varias proporciones de mezclas de
nitrogeno/oxigeno (5).

Nitrégeno

Como lo demostraron Rossi et al. (7,8), al generar plasma de gas N, las especies activas no tuvieron
la capacidad de contraer las esporas bacterianas o la tuvieron de manera insuficiente, sugiriendo
un mecanismo de accion diferente al que ocurre con el oxigeno. Actualmente, no existen teorias
especificas sobre por qué esto ocurre, pero puede deberse a la dificultad de ionizar el N..
Quimicamente, el N, es una molécula con un enlace triple, por lo que la energia de disociacion es
alta, aproximadamente 9.91 eV (1), lo que sugiere que es resistente a la ionizacién (Tabla I). A partir
de esto, se puede especular que los iones N* o N- son dificiles de alcanzar en comparacién con el
oxigeno. Sin embargo, no se sabe qué especies activas estan presentes para causar los efectos de
esterilizacion observados con plasmas de gas N.. Puede estar presente UV-C (254 nm) (véase Figura
6) (http://www.phys ksu.edu/gene/f _5.html), pero en cantidades consideradas bajas (1); el VUV (<200

nm) también puede estar presente, aunque esto aun no se ha confirmado de manera definitiva.
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Tabla I.

Energia de disociacion de varios tipos de gases

Gas Energia de disociacion (eV)
N 9.91
0. 521
H.O 511
NO 6.50
SO. 5.60
N.O 4.93
CO:; 5.52
Os 1.05
H:O: 2.21

Si consideramos los efectos observados con procesos de plasma pulsado (1), los efectos directos o
contributivos del voltaje pulsado pueden llevar a cambios estructurales directos en las esporas,
donde se observan muchas grietas en el analisis microscépico (1) (véase Figura 7). En general, es
dificil evaluar si estos factores fisicos contribuyen significativamente a estos efectos, y se necesita
mas investigacion para dilucidar los verdaderos efectos antimicrobianos y las especies activas

involucradas en los plasmas de gas N,.
AP-TES LP-TES
No treatment 4-min treatment 8-min treatment

Figura 7.
Observacion mediante microscopia electrénica de barrido de los efectos de la exposicidn a
plasma de gas N, pulsado en una espora de G. stearothermophilus ATCC 7953 (1).




Profundidad de penetracion de especies activas en plasmas de gas O, y N>

La profundidad de penetraciéon de las especies activas (iones y radicales; véanse Figuras 1y 2) en
el caso del gas N, parece ser aproximadamente de 10 a 40 nm desde la superficie de las esporas,
segulin lo observado mediante microscopia de fuerza atémica (véase Figura 8) (1).
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Figura 8.

Grabado de una superficie de poliestireno por plasma de gas nitrégeno
observado con microscopia de fuerza atémica (1). Panel superior,
después de 7 minutos de tratamiento; panel inferior, control.

La Figura 8 muestra el efecto de la exposicidon al plasma de gas N, en contraste con la exposicion
al plasma de gas O,, que parece tener una capacidad de penetracion algo mas profunda y efectos
mas extensos en las esporas bacterianas (7,8). Dado que la escala de una estructura de espora tipica
es de 1,000 x 3,000 nm, se predijo que la profundidad de penetracién del plasma de gas O, es

<1,000 nm. Esto sugiere que penetra diez veces mas profundo que el plasma de gas N..



Gases raros o nobles, como helio, neén, argén y xenén

También se ha estudiado el plasma generado a partir de otros gases raros o nobles, como helio
(He), nedn (Ne), argdén (Ar) y xendn (Xe) (8-13). En un informe (8) que presentd un caso para el uso
de Ar, los efectos directos de Ar en las esporas expuestas fueron similares a los observados con el
plasma de gas N.. Resultados similares se observaron con el plasma de gas He, como se muestra
en las Figuras 9y 10 (9).
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Iméagenes mediante microscopia electrénica Curvas de supervivencia de la poblacion de
de barrido de las esporas de B. atrophaeus esporas para la esterilizacion con plasma de
ATCC 9372: (a) antes del tratamiento con gas He (D) en comparacion con UV ( +) (9). En
plasma de He y (b) después del tratamiento este experimento, el UV-C tuvo efectos
con plasma de He durante 5 minutos minimos o nulos en la esterilizacién bajo las
condiciones de exposicidn descritas.

Dado que los gases raros son bastante dificiles de ionizar, es poco probable que los diversos iones,
electrones, radicales o incluso UV contribuyan de manera significativa como especies activas en las
exposiciones de esterilizacion por plasma de gas (9). Ademas, una comparacién directa con UV por

si solo no mostré efectos esporicidas (véase Figura 10) (9).

Se deben considerar los efectos del VUV (14-16), y de hecho, se estd llevando a cabo una
investigacion relevante sobre los efectos de la exposicién al VUV (a una emisién de 174 nm
utilizando un aparato UV Ekishima de Iwasaki Electronic Co. Ltd., Japén) (14).

En general, durante la exposiciéon al plasma de gas O, no es dificil proponer y definir las especies
activas presentes y responsables de la actividad observada. Sin embargo, las especies activas
presentes en plasmas de N y gases raros son mas dificiles de precisar y dilucidar. Parece que los
plasmas de gas O, probados hasta la fecha pueden tener una desventaja significativa en términos
de deterioro de materiales debido a un fenémeno de grabado. En contraste, los gases inertes como
el N; o los gases raros inactivan las esporas mediante un mecanismo diferente, y por lo tanto, son
mas deseables ya que pueden cumplir tanto con los requisitos de eficacia del SAL (Sterility
Assurance Level) como con la compatibilidad de materiales y funcionalidad requeridas para los

procesos de esterilizacion validados. Por lo tanto, estos podrian resultar ser alternativas utiles a los



métodos tradicionales de esterilizacién, como el gas de 6xido de etileno humidificado, rayos v, haz

de electrones, esterilizacion por vapor y calor seco.
Usos actuales del plasma para la descontaminacion

La descontaminacidn es un término general que puede definirse como cualquier medio fisico y/o
quimico para hacer que una superficie, instrumento, tejido, liquido, aire o cualquier otro objeto sea
seguro para su manipulacion, uso o eliminacién (17). Un ejemplo tipico de limpieza por plasma de
gas se muestra en la Figura 11 (1). El término 'seguro' en descontaminacion se refiere a la reducciéon
o eliminacién/inactivacion completa de microorganismos que podrian causar infecciones u otras
complicaciones si se introdujeran inadvertidamente en un individuo. Esto incluye numerosos tipos
de aplicaciones de limpieza, desinfeccidon y esterilizacion ampliamente utilizadas en diversas
practicas médicas, dentales, agricolas, veterinarias, industriales y manufactureras.

Varias formas de plasma pueden tener un uso potencial en estas aplicaciones. Actualmente, se
utilizan una variedad de métodos (17). Estos incluyen métodos fisicos, como fuentes de calor y
radiaciéon, asi como una gama de productos quimicos, incluyendo peréxido de hidrégeno,
glutaraldehido y alcoholes. Los plasmas se consideran fisico-quimicos, ya que incluyen un gas que
por si mismo puede tener algunos efectos antimicrobianos, pero también son una fuente fisica de

energia.
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Figura 11.

Observacidon mediante microscopia electrénica de barrido de un bisturi de
acero inoxidable antes y después de la exposicidn al plasma de gas N, (1).
Se observan efectos de descontaminacidn en el plasma de N, pulsado sin
dafios evidentes en la superficie del material esterilizado.

Hasta la fecha, las aplicaciones de descontaminacién por plasma han estado limitadas a algunos
usos industriales y no se han adoptado ampliamente. Actualmente, no existen procesos
comerciales verdaderamente desarrollados basados en plasma, a pesar de muchas investigaciones
y patentes emitidas desde la década de 1970 sobre varios tipos de aplicaciones de desinfeccién,



esterilizacion e incluso limpieza. A pesar de la considerable investigacion, los Unicos procesos que
se han utilizado extensamente no involucran plasmas 'auténticos'. En tales procesos, se utilizan
varios tipos de oxidantes gaseosos, como el peréxido de hidrégeno, el acido peracético y el ozono,
para generar plasmas, pero la forma de plasma no se utiliza con fines antimicrobianos. En el caso
de los esterilizadores de plasma de gas de peréxido de hidrégeno ampliamente utilizados (sistemas
STERRAD®), las condiciones del ciclo muestran claramente que el plasma solo se genera después
de la exposicidon y eliminaciéon del gas (por vacio) (2) y tiene poco efecto antimicrobiano. Sin
embargo, en estos procesos, el plasma es importante ya que ayuda a eliminar los residuos de
peroéxido (gas y liquido) de la carga del esterilizador para hacer que el contenido sea seguro para
su manejo y uso. De manera similar, hasta la fecha, los productos que afirman usar plasma para
‘activar’ agua u otros liquidos y para descontaminaciéon simplemente usan plasma como una forma
alternativa de energia para activar los diversos quimicos ya presentes en (o anadidos a) el agua.
Ejemplos incluyen la adicién de NaCl al agua, que activa el agua para producir cloro libre activo o
acido hipocloroso. De hecho, en algunas investigaciones se ha demostrado claramente que el

mecanismo de accion es el cloro en lugar de cualquier efecto directo de plasma (18).

Un area de investigacion particularmente activa en los ultimos 5-10 afos ha sido la elucidacién y
optimizacién de los diversos tipos y aplicaciones de procesos antimicrobianos basados en plasma
auténtico. Las aplicaciones potenciales han incluido, como un proceso éptimo de limpieza,
limpieza-desinfecciéon combinada, desinfeccion terminal y procesos de esterilizacion. Ademas de
las aplicaciones industriales, estos pueden tener usos médicos, como en dispositivos,
combinaciones de medicamentos y dispositivos, tejidos y sistemas de manejo de aire/agua.

Una vez que se desarrollen procesos efectivos para aplicar la tecnologia de plasma de manera
segura, efectiva y practica, se puede lograr el éxito comercial (19). La techologia de plasma tiene
muchas ventajas, como una actividad antimicrobiana de amplio espectro (incluidos efectos contra
biomoléculas problematicas, como priones y endotoxinas), facilidad de generacion y perfiles de
seguridad ambiental en comparacién con otras tecnologias basadas en calor y productos quimicos.

Mecanismo especulado de la acciéon del plasma de gas

Los mecanismos de acciéon del plasma de gas claramente representan un area que requiere mas
investigacion. Se ha sugerido que estan relacionados con diversos efectos de oxidacion y reducciéon
en las macromoléculas que constituyen las estructuras microbianas (como proteinas, lipidos y
acidos nucleicos) (20). Hasta la fecha, no se han publicado estudios que demuestren o aclaren
directamente los mecanismos definitivos del plasma de gas. Ademas, como se menciona en esta
revision, se han reportado diferencias en los mecanismos de accién entre los plasmas basados en
oxigeno en comparacion con otros gases inertes, como N, He y Ar.

La Figura 12 muestra una representaciéon de la estructura externa e interna de una endospora
bacteriana (20). Aunque estas estructuras varian seguin la especie bacteriana y las condiciones de
crecimiento, es una representacion util para el propésito de esta discusidon. Las membranas internas
de la espora son estructuras bastante rigidas, por las que solo las moléculas <200 daltones pueden
pasar. Estas membranas son importantes ya que contienen receptores para varios germinantes que

promueven la germinaciény el crecimiento de la espora. A pesar de su importancia, si la membrana



interna se dana, el acido dipicolinico (DPA) se filtra (como un claro indicador tanto del dafo
estructural de la espora como de la germinacién inicial), y la germinacién no se promueve
posteriormente (21,22). El acceso a estas membranas esta limitado debido a las diversas capas
externas de la espora, que requieren un dano o penetracién adicional para acceder a las
membranas internas. El nucleo interno de la espora en si consiste en varios mecanismos de
proteccién, incluyendo las pequenas proteinas solubles en acido que estan estrechamente
asociadas con el ADN y lo protegen de ataques fisicos o quimicos. Por lo tanto, el darfo al ADN
también es un factor importante a considerar. Los gases inertes son inactivos, pero se espera que
las moléculas y radicales excitados de gas inerte (gas metastable) sean capaces de penetrar en el
interior de la espora, sin interferir con las proteinas y lipidos cargados que rodean la membrana y
el nucleo internos. Las moléculas y radicales excitados pueden, por lo tanto, atacar y atravesar la
membrana interna para atacar el ADN en el nucleo. En ese sentido, cationes, aniones, electrones,
fotones o UV-C (véanse Figuras 1y 2) nho se especulan como candidatos para atacar el interior de la
espora. Si la membrana interna esta dafiada o no, se puede aclarar mediante observacién utilizando
un microscopio de contraste de fase o microscopia electrénica de barrido (23), y la liberacién de
DPA se determina en el medio de cultivo del area circundante de la espora. Se discutirdn mas

experimentos en detalle en otro lugar (24).
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Figura 12.

Representacion de la estructura interior y exterior de una espora
bacteriana (21). La membranainternay el ADN, SASP y DPA, Ca en el nucleo
son objetivos e indicadores esenciales de una esterilizacién efectiva.

Por el contrario, como se ha propuesto con otros plasmas de gas, los efectos esporicidas se observan
predominantemente en la superficie de la espora, llevando a un grabado. Estos efectos pueden
inicialmente causar danos en la superficie de la espora (mediante reacciones de oxidacién-
reduccion), pero luego las proteinas afectadas y otras macromoléculas se entrecruzan entre si, lo
que lleva a la pérdida de viabilidad de la espora. Diferencias similares en eficacia se han reportado



para otros agentes esporicidas, incluso si utilizan el mismo biocida. Por ejemplo, en el caso del
peréxido de hidrégeno, los mecanismos de accion del peréxido de hidrégeno en su forma gaseosa
verdadera parecen ser diferentes de los de su forma liquida o condensada (18,19). La forma gaseosa
parece atacar principalmente los enlaces peptidicos de las proteinas, llevando a la degradacién de
las proteinas; por el contrario, la forma liquida preferentemente oxida las cadenas laterales de
aminoacidos de las mismas proteinas, lo que parece resultar en el entrecruzamiento y
agrupamiento de proteinas. Estos efectos se complican aun mas en la presencia de otras quimicas
(inertes), como es comun cuando se utiliza peréxido de hidrégeno, y también se ha informado
sobre otros agentes oxidantes.

En general, los verdaderos mecanismos de accién de la mayoria de los biocidas contra las esporas
bacterianas no estan bien descritos en la literatura, mientras que un area para la investigacion
futura deberia incluir el estudio de estos mecanismos con varios plasmas. Los experimentos que
investigan los efectos directos del plasma en las macromoléculas que componen las estructuras
microbianas pueden ser una manera inicial y significativa de mejorar la comprensién de estos
efectos en condiciones controladas.

Pruebas esporicidas y la importancia del agrupamiento de esporas

Casi todos los estudios que investigan la cinética de la actividad esporicida con plasmas publicados
hasta la fecha presentan el mismo fenédmeno de cola en las curvas de supervivencia (9,25). La
estructura de estas curvas de supervivencia es una consideraciéon importante para diferenciar un
proceso de desinfeccion de un proceso de esterilizacion, y particularmente para permitir la
extrapolacién de los niveles de garantia de esterilidad (SAL). La cola en las curvas de supervivencia
del plasma se muestra mediante una relacién lineal inicial entre la reduccién logaritmica de las
poblaciones de esporas con el tiempo, seguida de una relacién no lineal en la regiéon cuantica de
la curva de eliminacién (Fig. 10). Esto impediria la extrapolacién de un SAL de 10A-6 en una
poblacién inicial de 10~6 UFC requerida para un proceso de esterilizaciéon de sobreexposicion. Esto
puede interpretarse como una limitacién en el proceso antimicrobiano en prueba y/o un artefacto
del método de prueba. La causa mas comun de artefactos es el agrupamiento de las preparaciones

de esporas utilizadas para las pruebas (7).

El organismo mas reconocido como resistente para la esterilizacidon por vapor, gas de peréxido de
hidrégeno, plasma de gas de peréxido y potencialmente otros plasmas (hasta la fecha) son las
endosporas de Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 o 12980. Durante las investigaciones de
esterilizacion, las suspensiones de esporas de G. stearothermophilus con una poblacién de 1016
UFC se inoculan en materiales portadores adecuados, como acero inoxidable o poliestireno. Estos
estdn disponibles comercialmente como indicadores bioldgicos (IBs) (Figuras 13 y 14). En los
experimentos de plasma, los IBs de un fabricante (A) demostraron un fenémeno de cola
reproducible, que se asumié se debia al agrupamiento (debido a que las esporas estaban presentes
en multiples capas; Fig. 13). Por el contrario, la curva de supervivencia observada por otro fabricante
(B) (Fig. 14) utilizando el mismo proceso de plasma presenté una relacién lineal reproducible (Fig.
15), permitiendo la extrapolaciéon de un SAL. El valor D (el tiempo promedio para obtener una
reduccion logaritmica del microorganismo de prueba) calculado a partir de la Figura 15 fue de
aproximadamente 1 minuto. Por lo tanto, un tiempo minimo de esterilizaciéon de 12 minutos para



el método de sobreexposicion bajo estas condiciones de exposicion proporcionaria un SAL de
10n~-6, segun los estandares internacionales para procesos de esterilizacion (ISO 14937) (3). La
correlacién entre la reduccion logaritmica del microorganismo de pruebay el tiempo de exposicion
fue de 0.992 (Figura 15). Esta relacion es bastante satisfactoria para la extrapolacién de un SAL.

Figura 13. Figura 14.
Microscopia electrénica de barrido Microscopia electrdnica de barrido
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Figura 15.

Curva de supervivencia de la esterilizacion por plasma
utilizando el indicador bioldgico de la empresa B, presentado
en la Figura 14. El valor D fue de aproximadamente 1 minuto
y no se observo el fendmeno de cola de manera reproducible
debido a la falta de agrupamiento

El método de sobreexposicion para demostrar un proceso de esterilizacion es el mas ampliamente
utilizado, pero no es el Unico. La esterilizacion también se demuestra mediante la comprensién de



la carga biolégica natural (niumeros y tipos de microorganismos viables) presentes en el producto
a esterilizar; este es, de hecho, el objetivo real de la esterilizacion. Cuando la carga biolégica es baja,
el desafio de la esterilizacion no es grande, pero cuando es alta y estd asociada con un
agrupamiento significativo (como se observa con virus y varios tipos de bacterias, incluida la
presencia de biofilm) (26), esto representa un desafio significativo para el proceso de esterilizacion.
Sin embargo, en muchos casos, estas células bacterianas vegetativas (27) y otros microorganismos
son generalmente mucho menos resistentes a los plasmas de gas (20) (Fig. 16). Por lo tanto, la
capacidad de penetracion del plasma de gas, como se discutié previamente, deberia ser suficiente
para penetrar y esterilizar cualquier carga biolégica presente y, al mismo tiempo, alcanzar un SAL
adecuado de 10~-6 junto con compatibilidad material y funcional. Esto debe demostrarse para

cualquier proceso potencial de esterilizacion por plasma.

Microorganism Examples
More Prions Scrapie, Creutzfeldt-Jakob disease, chronic
resistant wasting disease
Bacterial spores Bacillus, Geobacillus, Clostridium
Protozoal oocysts Cryptosporidium
Helminth eggs Ascaris, Enterobius
Mycobacteria Mycobacterium tuberculosis, M. terrae, M.
chelonae
Small, nonenveloped viruses Poliovirus, parvoviruses, papillomaviruses
Protozoal cysts Giardia, Acanthamoeba
Fungal spores Aspergillus, Penicillium
Gram-negative bacteria Pseudomonas, Providencia, Escherichia
Vegetative fungi and algae Aspergillus, Trichophyton, Candida,
Chlamydomonas
Vegetative helminths and protozoa | Ascaris, Cryptosporidium, Giardia
Large, nonenveloped viruses Adenoviruses, rotaviruses
Gram-positive bacteria Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus
Less Enveloped viruses Human immunodeficiency virus, hepatitis B virus,
resistant herpes simplex virus

Figura 16.

Guia sobre la resistencia microbiana a biocidas y procesos biocidas (20). Se
enumeran varios tipos de microorganismos, desde los menos resistentes
(mas sensibles) hasta los mas resistentes a medida que se avanza en la lista.
Las formas vegetativas (en crecimiento activo) son generalmente mas
sensibles que las formas latentes mas resistentes (como los ooquistes
protozoarios y las esporas bacterianas). Los agentes infecciosos inusuales,
conocidos como ‘priones’, se consideran que demuestran una resistencia aln
mayor, aunque la evidencia reciente sugiere que esto puede no ser siempre
el caso. Es importante tener en cuenta que esta lista solo puede usarse como
guia, ya que el perfil exacto de resistencia variara dependiendo del agente
antimicrobiano y del producto/proceso exacto en investigacion.




Perspectivas para el futuro

Es probable que los métodos de desinfeccidon y/o esterilizacién por plasma de gas puedan
desarrollarse para proporcionar la reduccién antimicrobiana requerida (segun un SAL apropiado,
por ejemplo, 10n-6 para la esterilizaciéon) y compatibilidad material/funcional. El plasma puede
tener aplicaciones importantes en entornos médicos e industriales. En este sentido, las perspectivas
sobre los métodos de esterilizacion por plasma requieren una mayor investigacion. Para aclarar los
mecanismos y optimizar el desarrollo de la esterilizacién por plasma de gas, la colaboraciéon
estrecha entre microbiolégos y quimicos fisicos ofrecera la mejor oportunidad para el éxito futuro
de esta tecnologia.
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