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Summary. The paper presents a case study conducted at the UISPAC SRL company, specia-
lized in the production and sterilization of plastic medical devices. The study involves mathemati-
cal calculations (fractional method with negative results) for the theoretical determination of the
minimum sterilization time, establishes and implements on an industrial scale the conditions of
the sterility test (time, temperature, humidity, dose of ethylene oxide). The efficiency of sterilizati-
on under the established conditions (SAL 10°°) was confirmed by the results issued by 2 analysis
laboratories, one national (ANSP) and the other international (TUV Sud International Laborato-
ry, Italy). The certificates confirm the sterility of the products and that the applied method and the
equipment used comply with the requirements set forth by ISO 13485:2016.

Cuvinte-cheie: mase plastice oxid de etilend, polietilend, polipropilend, sterilizare.

INTRODUCERE

Dispozitivele fabricate din mase plastice, datoritd variabilitatii lor, sunt din ce in ce
mai utilizate Tn medicina moderna, necesitand metode eficiente si sigure de sterilizare,
care sa nu compromita integritatea materialului. Dat fiind faptul ca multe dintre articole
medicale sunt fabricate din mase plastice, precum polietilena (PE) si polipropilena (PP),
care sunt sensibile la temperaturi ridicate, exista limitari de utilizare a metodelor clasice
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de sterilizare termica pentru acestea. O solutie pentru sterilizarea materialelor sensibile
la termodegradari este utilizarea, in calitate de agent de sterilizare, a oxidului de etile-
na (EtO) [1], tehnologie care este agreata si de organismele internationale, Organizatia
Internationala de Standardizare (ISO) [2] si Administratia pentru Alimente si Medi-
camente (FDA) [3]. Desi oxidul de etilena are capacitatea de a penetra ambalajele si
materialele complexe, asigurand o sterilizare profunda chiar si in cazul obiectelor cu
geometrie complicata, totusi, utilizarea acestuia implica riscuri pentru sanatatea uma-
na si pentru mediu, necesitand instalatii specializate, procese automatizate si conditii
stricte de siguranta [4].

Scopul studiului a fost atingerea performantei microbiologice a procesului de
sterilizare cu oxid de etilena (EtO), aplicat recipientelor pentru recoltarea lichidelor
biologice in cadrul sectiei de sterilizare la UISPAC SRL, utilizand sterilizatorul AXIS
4000.-

MATERIAL SI METODE

Recipiente formate prin injectie termoplastica, produse de IUSPAC SRL, cu
peretii din polipropilend (PP) si capac din polietilend (PE). Dimensiunile geometrice
ale produselor: grosimea perete — (0.8 = 0.1) mm; inaltime recipient — 120 mL; diame-
tru capac — 61.6 mm; masa recipient cu capac — (14.6 + 1) g;

Utilaj AXIS 4000, fabricat de compania Kordon Tip, Turcia [5]. Principiul de
functionare: dispozitivele medicale se pun intr-o punga de sterilizare speciala (/iner
bag), impreuna cu un cartus de EtO (doza pre-masuratd, de obicei 100% EtO lichid,
sigilat intr-un recipient de sticla mic), o sursa de umiditate (,, sumidity chip” — o micro-
capsula ce elibereaza vapori de apd pentru a asigura umiditatea optimd) siun indica-
tor dozimetric. Punga sigilata termic se plaseaza in camera sterilizatorului, se inchide
camera etang si se porneste ciclul. Cartusul de EtO este activat printr-un mecanism de
perforare si evaporare controlatd, declansat prin apadsarea unui buton dedicat. Gazul
EtO este eliberat treptat in interiorul pungii si difuzeaza prin ambalaj si in obiectele de
sterilizat, distrugand toti agentii patogeni (inclusiv sporii bacterieni).

Metoda fractionata cu rezultate negative, metoda matematica de calculare a va-
lorii D (Decimal Reduction Time) sau timpul minim de sterilizare [6]. Datele necesare
pentru calcule sunt obtinute prin expunerea a mai multe seturi de indicatori biolo-
gici la timpi de sterilizare diferiti; inregistrarea, dupa incubare, daca probele sunt fara
crestere (negative) sau cu crestere (pozitive) microbiana; utilizarea frecventei rezulta-
telor negative pentru a estima letalitatea sterilizarii.

Teste de sterilitate, 1ISO 11737-1:2018 [7] si ISO 11737-2:2019 [8]. Principiul
testelor: se introduc probele direct in medii de cultura sterile: tioglicolat de sodiu (pen-
tru bacterii anaerobe si facultative) si triptond-soia (TSB) (pentru bacterii aerobe si
fungi). Mediile lichide sunt incubate in urmatoarele conditii: 20-25°C pentru fungi
(7-14 zile) si 30-35°C pentru bacterii (14 zile).
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REZULTATE SI DISCUTII

Este cunoscut ca eficienta sterilizarii si nivelul reziduurilor ramase pe produs sunt
dependente de parametrii procesului de sterilizare: timpul, temperatura, umiditatea si
concentratia oxidului de etilena. Interdependenta acestor parametri necesitd monitoriza-
re si reglaj fin pentru evitarea sub-sterilizarii sau acumularii excesive de reziduuri.

Pentru stabilirea timpului de sterilizare practic au fost sterilizate 80 de probe timp
de 480 min si cuantificat numarul de probe fara crestere microbiana (Tab. 1).

Aplicand formulele de calcul ale metodei fractionarii negative s-a determinat prac-
tic timpul minim necesar pentru sterilizarea probelor si obtinerea nivelului de asigurare
a sterilitatii de ordinul 10 UFC. Pentru aceasta au fost efectuate cicluri de sterilizare la
diferiti timpi, in intervalul 20-480 min, cu 80 de probe per expunere. S-au calculat timpii
medii, modificdrile proportiei de probe sterilizate, contributiile individuale ale fiecarui
interval si s-a obtinut valoarea medie D cu ajustarea incertitudinii (2\V) pentru un inter-
val de incredere de 95%.

Tabelul 1. Date pentru calcularea valorii D cu metoda fractiondrii negative

Timpulde ex- | 0, syl ge | Numarul de pro- inceputul Sfarsitul
punere la ste- be fara crestere | . . . . ..
o . probe testate . Lo incubatiei incubatiei
rilizare (min.) microbiana ’ ’
20 80 0 03.10.2024 05.10.2024
40 80 0 04.10.2024 06.10.2024
80 80 2 05.10.2024 07.10.2024
160 80 35 06.10.2024 08.10.2024
320 80 80 07.10.2024 09.10.2024
360 80 80 08.10.2024 10.10.2024
480 80 80 09.10.2024 11.10.2024
[date proprii]

Media timpurilor de sterilizare a fost determinata pentru 6 valori (x,-X,):

x; = 30 min; x, = 60 min; x; = 120 min; x, = 240 min; x5 = 340 min; x; = 420 min (1)

Rata de schimbarea a proportiei de probe sterilizate (y,-y) constituie:
y, = 0.025;y; = 0.4; y, = 0.275; ys = 0.3(2)
Contributia intervalului de timp la valoarea medie totald calculata este egala cu:

W, = 1.5; p3 = 48; py = 66; pg = 102.

Mot = (15448 + 66 + 102) = 217.5 (3)
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Valoarea medie a timpului necesar pentru reducerea cu 1 log a Incarcaturii micro-
biene este D = 34.79, iar factorul de corectie statistic pentru estimarea variantei me-
todei constituie a = 34.79. Varianta asociata determinarii valorii D calculata: V = 1.24
V = 1.24. Valoarea finald a lui D__  luand in considerare incertitudinea este:
D.aicutar = 37.02 min.

Avand in vedere cd pentru atingerea performantei microbiologice este necesar ca
nivelul de sterilitate sd atingd ordinul 10 UFC (unitati formatoare de colonii), a fost
stabilita valoarea SRL, reducerea logaritmica a contamindrii microbiene (Sterility Log
Reduction):

SLR =log(N,) —log(N)) (4)

SLR =10og(10°) —log(107%) =12 (5)

unde: N — concentratia initiald standardizatd de microorganisme, 10° UFC; N —
concentratia finala teoretica a microorganismelor viabile, 10 UFC.
Astfel, timpul mediu necesar pentru sterilizare este:

Tyin = Deatewtar - SLR = 37.02 - 12 = 444 min (6)

Dupa stabilirea timpului minim de sterilizare au fost puse in aplicare programe
de sterilizare. S-a experimentat, utilizand doud programe: program complet (propus de
producator) si program redus (calculat teoretic, T . = 444 min).

Programul complet reprezintd un ciclu de 16 ore (2 ore de conditionare + 12
ore de sterilizare + 2 ore de ventilatie). Astfel, opt saci cu containere pentru recoltarea
lichidelor biologice au fost incarcati in sterilizator, in fiecare sac a fost plasat a cate un
indicator biologic. Durata incubatiei: 03.10.2024- 10.10.2024 (Tab. 2).

Tabelul 2. Conditiile experimentului cu Program complet

Nr. | Indicator incircituri inceputul | Sfarsitul Reproducere
Sac | biologic (completa) incubatiei | incubatiei P
1 1 X
2 1 03.10.2024 |05.10.2024 X
3 1 X
4 1 Container pentru recol- X
tarea lichidelor biologi-|04.10.2024 |08.10.2024
5 1 ce X
6 1 X
7 1 08.10.2024 |10.10.2024 X
8 1 X
[date proprii]
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X - simbol utilizat pentru a indica absenta reproducerii microbiene (bacteriand, fungica
sau de alta natura) dupa perioada de incubatie.

1- Indicator biologic, dispozitiv care contine o cantitate definita de spori bacterieni, extrem
de rezistenti la procesul specific de sterilizare. Pentru sterilizarea cu oxid de etilend, microorga-
nismul standard este Bacillus atrophaeus (anterior Bacillus subtilis subspecia niger).

Programul redus (jumaitate din programul complet) reprezinta un ciclu de 8 ore (2
ore de conditionare + 4 ore de sterilizare + 2 ore de ventilatie). Capacitatea de incarcare
a sterilizatorului a fost similara celei de la programul complet. Durata incubatiei fiind
cuprinsa intre 04.10.2024 si 11.10.2024 (Tab. 3).

Tabelul 3. Conditiile experimentului cu Program redus

N r .| Indicator incarcitura inceputul Sfarsitul Reproducere
Sac biologic (completa) incubatiei incubatiei P
1 1 X
2 1 04.10.2024 |06.10.2024 X
3 1 X
4 1 Container pentru X
recoltarea lichide-|{07.10.2024 |09.10.2024
5 1 lor biologice X
6 1 X
7 1 08.10.2024 |11.10.2024 X
8 1 X
[date proprii]

Au fost utilizati 48 de indicatori biologici introdusi in sacii cu containerele pen-
tru recoltarea lichidelor biologice, inclusiv Bacillus atrophaeus, cunoscutd ca cea mai
rezistenta bacterie la gazul EtO. In perioada testelor nu a fost observati reproducerea
microbiana nici pentru unul dintre programele aplicate. Totodata, s-au comparat cei trei
parametri critici pentru procesul de sterilizare temperatura, umiditatea si concentratia
oxidului de etilena pentru procesele de sterilizare fara (figurile1-3) si cu incércatura de 8
saci, cu a cate 250 bucati de containere fiecare (figurile 4-6), pentru programul complet
si pentru programul redus (jumadtate de program).
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Figura 1. Variatia temperaturii in interiorul
sterilizatorului gol in functie de timp.
Conditii: [EtO] = 882 mg-h/L; Rh = 56%
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Figura 2. Variatia umiditatii in interiorul
sterilizatorului gol 1n functie de timp.
Conditii: [EtO] = 882 mg-h/L; t =53°C

900

880
860

840

Concentratia EtO, mg-h/L

=]
[t
=

8

o Program complet
= = == Jumatate de program

10 12 14 16
timpul, h

Figura 3. Variatia concentratiei EtO in interiorul sterilizatorului gol in functie de timp.
Conditii: t = 54°C; Rh = 56%

Umiditatea este un parametru critic pentru sporicidie, mai ales in prezenta sporilor
uscati. Dinamica umiditatii relative redata in figura 2, arata la atingerea rapida a valo-
rilor necesare (Rh > 35%), sugerand o buna capacitate de umidificare in sterilizatorul
gol, esentiala pentru activarea eficientd a EtO. Din figura 3 se observa atingerea rapida a
concentratiei necesare de oxid de etilena (EtO), urmata de o faza de platou. Acest grafic
confirmé difuzia rapida si uniforma a gazului in conditii ideale si arata la functionarea

corectd a sistemului de admisie a gazului.

Urmarind daca produsele incarcate afecteaza distributia termica (Fig. 4) s-a con-
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statat cd aceasta aratd o stabilizare usor intarziata, dar in limite acceptabile. Mentinerea
temperaturii optime, in acest caz, demonstreaza capacitatea echipamentului de a gestio-
na cicluri reale de sterilizare. Evolutia umiditatii relative in prezenta produselor (Fig. 5)
denota despre scaderi bruste sau Intarziate ale umidificarii, care pot fi atribuite absorbtiei
umiditatii de catre ambalaje.
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Figura 4. Variatia temperaturii in interiorul Figura 5. Variatia umiditatii in interiorul
sterilizatorului incdrcat in functie de timp. sterilizatorului incarcat in functie de timp.
Conditii: [EtO] = 882 mg-h/L; Rh = 56% Conditii: [EtO] = 882 mg-h/L; t = 53°C
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Figura 6. Variatia concentratiei EtO 1n interiorul sterilizatorului incércat in functie de timp.
Conditii: t = 54°C; Rh = 56%
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Graficul este esential pentru validarea etapei de conditionare si demonstrarea
eficientei cipului de umiditate. Dependentele grafice din figura 6 expun rezultatele eva-
ludrii influentei Incarcaturii asupra dispersiei gazului si confirma capacitatea EtO de a di-
fuza printre produsele ambalate si de a atinge o concentratie letald uniforma. O crestere
usor mai lentd comparativ cu cea reflectatd de figura 3 este normala, dar atingerea unui
platou stabil este cruciala.

Calculele teoretice si rezultatele experimentale au condus la stabilirea parametrilor
critici pentru procesul de sterilizare (Tab. 4).

Tabelul 4. Parametri critici de proces

Parametrul Valoare standard Toleranta
Temperatura 50+3°C [47 — 53 °C]
Umiditate relativa 45+ 10% [35 —55%)]

Doza EtO 480-750 mg-h/L min. 480 mg-h/L
Timp expunere 180 — 240 min min. 180 min
Timp aerare > 8 ore la 50 °C pana la EtO < 10 ppm

[date proprii]

Produsele sterilizate au fost supuse controlului eficientei sterilizarii in cadrul Labo-
ratorului Microbiologic al Agentiei Nationale pentru Sanatate Publica (ANSP). Produ-
catorul, planificand certificarea CE a dispozitivelor medicale, a expediat in Laboratorul
international TUV Sud, Italia spre testare recipiente pentru colectarea lichidelor fiziolo-
gice sterilizate in sterilizatorul AXIX 4000. Laboratorul european a confirmat, la fel ca si
laboratorul national, ca produsele sunt sterile si ca metoda aplicata si utilajul folosit sunt
conforme cerintelor inaintate de ISO 13485:2016 [9].

CONCLUZII

1. Au fost elaborate si validate programe de sterilizare care au permis definirea
unui regim optim de sterilizare pentru dispozitivele medicale din mase plastice (polieti-
lend si polipropilend) utilizand oxid de etilend. Parametrii regimului sunt: temperatura
de 54 + 3 °C, umiditate relativa de 45 £+ 10%, doza EtO de 480-750 mg-h/L, timp de
expunere de 180-240 min si timp de aerare de minimum 8 ore la 54 + 3 °C.

2. Eficienta regimului de sterilizare stabilit a fost confirmatd prin analize mi-
crobiologice efectuate in laboratoare acreditate national si international. Rezultatele
obtinute au demonstrat conformitatea produselor cu cerintele specificate in standardele
internationale ISO aplicabile.

3. Pe baza rezultatelor experimentale a fost elaborata o procedura operationala
standard (SOP) pentru procesul de sterilizare cu oxid de etilend, destinata aplicarii in-
dustriale 1n cadrul intreprinderii UISPAC SRL, utilizdnd echipamentul AXIS 4000.
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