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Validación del proceso de autoclavado de residuos 
hospitalarios contaminados en el laboratorio

con pseudomonas aeruginosa y bacillus
stearothermophylus
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Bacteriólogo. Especialista en Microbiología Industrial; In-
vestigador del Instituto de Gestión de la Calidad Agroa-
limentaria —INGECAL— y Coordinador de Investigación y 
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ecorpas@ucm.edu.co; eduardocorpas@hotmail.com

Adolfo León Sánchez Calderón.

Ingeniero Químico. Magister en Gestión Ambiental

Resumen 

Los procesos de eliminación de residuos 
hospitalarios se han realizado tradicionalmente 
por medio de incineración, y para el caso de los 

constituidos por PVC (policloruro de vinilo) que han 
sido desinfectados con cloro, se ha demostrado que 
durante la incineración se generan contaminantes 
orgánicos persistentes (COPs) representados en 
dioxinas y furanos, los cuales causan cáncer y otras 
alteraciones en el organismo humano. Se validó la 
eliminación por autoclavado a diferentes tiempos y 
temperaturas, de los residuos hospitalarios acopiados 
en un establecimiento coprocesador, contaminados 
con P. aeruginosa y B. stearothermophylus a una 
concentración de 106 microorganismos/ml. La 
autoclave utilizada efectuó una destrucción eficiente 
a 140ºC en un tiempo mínimo de 10 minutos de 
los microorganismos utilizados como variables de 
respuesta.  
Palabras clave: Validación, residuos 
hospitalarios, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus 
stearothermophylus, autoclavado.

Abstract

Processes of hospital waste disposal traditionally 
been made through incineration, and in case of 
the made of PVC (polyvinyl chloride) that have 
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been disinfected with chlorine, been shown to be 
generated during incineration POPs represented in 
dioxins and furans, which cause cancer and other 
abnormalities in the human body. Elimination was 
validated by autoclaving at different times and 
temperatures, of the hospital waste collected in 
a coprocessor establishment, contaminated with 
P. aeruginosa and B. stearothermophylus at a 
concentration of 106 microorganisms per ml. The 
autoclave used made an efficient destruction at 
140°C in a minimum time of 10 minutes of the 
microorganisms used as response variables.
Keywords: validation, hospital waste, Pseudomona 
aeruginosa, Bacillus stearothermophylus, 
autoclavado.

Recibido para publicación: 13-07-2009
Aceptado para publicación: 05-09-2009

Introducción

En Colombia, según reportes del año 2001, los 
hospitales públicos de nivel 1, 2 y 3, generan 
aproximadamente 8.500 toneladas por año de 
residuos hospitalarios y similares. El 40% de estos 
residuos presenta características infecciosas pero 
debido a su inadecuado manejo, el 60% restante se 
contamina, incrementando los costos de tratamiento, 
impactos y riesgos sanitarios y ambientales (1). 
Los residuos hospitalarios han recibido especial 
atención desde el último año producto del escándalo 
desatado por el abandono de grandes volúmenes 
sin tratamiento previo en rellenos sanitarios, lotes 
baldíos e incluso parques en varios departamentos 
del país. A partir de los acontecimientos suscitados, 
la Procuraduría General de la Nación en el boletín 
324 del 5 de agosto de 2008, reveló como resultado 
de una investigación adelantada tras denuncias sobre 
botaderos de residuos a cielo abierto en Boyacá, 
Barranquilla y Buenaventura, que de los 110 hornos 
incineradores de desechos hospitalarios que existen 
en Colombia, tan solo 30 están en uso (2). 
En Manizales, y el eje cafetero, la Empresa 
Metropolitana de Aseo EMAS S.A. es la encargada 
de la disposición de la mayor parte de los residuos 
hospitalarios del municipio. Para ello dispone de 
un horno rotatorio horizontal con capacidad de 500 
kg/h, localizado en el relleno sanitario La Esmeralda, 
ubicado en el kilómetro 2 de la vía Manizales – 

Neira. La Resolución 063 del año 2008, expedida 
por la Corporación Autónoma Regional de Caldas 
- CORPOCALDAS (Ente gubernamental dedicado 
a la conservación, protección y uso sostenible 
de los recursos naturales del Departamento) 
autoriza a la empresa para llevar a cabo este 
proceso, estableciendo   límites de emisión de 
dioxinas y furanos (medidos en ng-TEQ/Nm3) (3). 
El uso del proceso de incineración para los residuos 
hospitalarios en Manizales implica el riesgo de 
generación de niveles de dioxinas y furanos, lo cual 
significa una incertidumbre en materia del verdadero 
impacto ambiental y del grado de riesgo a la salud, 
principalmente de los habitantes más cercanos al 
relleno, como es el caso de la Ciudadela Puertas 
del Sol, asentamiento urbano perteneciente a la 
ciudad de Manizales, ubicada contiguo a la planta de 
incineración mencionada. 
El Decreto 2676 de 2000 exige la desactivación 
de los residuos hospitalarios a partir de métodos 
de alta eficiencia (4). Esta actividad se ha llevado 
tradicionalmente por medio de la incineración (5), 
que tiene ventajas como el no requerir trituración 
previa de los residuos lo que incrementa los costos 
de disposición (1), la capacidad de reducir en 
forma significativa el volumen de residuos dado 
que la incineración reduce la masa y el volumen 
del material tratado entre un 80 a un 95 % (6), y 
la destrucción de agentes patógenos y compuestos 
orgánicos peligrosos. La principal desventaja sin 
embargo, es la liberación de materiales tóxicos a la 
atmósfera, como el caso de las dioxinas y furanos, 
por la combustión de compuestos constituyentes de 
estos residuos, como el PVC en presencia de cloro 
(7). Frente a esta condición, y teniendo en cuenta 
que existe un establecimientos dedicado al acopio y 
coprocesamiento de tales residuos en el eje cafetero, 
se contempla el proceso de esterilización por calor 
húmedo como una alternativa útil para generar 
condiciones inocuas durante su aprovechamiento, 
por cuanto es una metodología de alta eficiencia, que 
permite mantener las condiciones físicas del residuo 
y no implica el nivel de riesgo que para la salud y 
el ambiente, supone la generación de dioxinas y 
furanos a partir de la incineración. 
El establecimiento coprocesador objeto de estudio, 
ubicado en la zona industrial de Manizales, acopia un 
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volumen de 10 toneladas de residuos hospitalarios 
mensuales (bolsas viaflex específicamente, 
provenientes de hospitales del eje cafetero y otros 
departamentos como Atlántico), actividad avalada a 
partir de la resolución 0482 del año 2000, expedida 
por el Ministerio de la Protección Social (8); además, 
la empresa adoptó la resolución 1164 del año 2002, 
que reglamenta la gestión integral de los residuos 
hospitalarios (9). Las bolsas viaflex son la materia 
prima que el establecimiento utiliza para el diseño 
de motopartes y diseños especiales dentro de la 
industria automotriz (figura 1). El Decreto 4741 del 
año 2005, establece que el receptor del residuo 
hospitalario debe asumir la responsabilidad integral 
del generador, una vez lo reciba del transportador 
(10). De acuerdo a lo anterior, se plantea el proceso 
de validación por calor húmedo de los residuos 
acopiados en el establecimiento coprocesador para 
convertirlos en residuos ordinarios, eliminando la 
posibilidad de que puedan constituirse en un foco 
infeccioso susceptible de alterar la salud pública 
cuando los residuos son acopiados o durante los 
procesos unitarios, como el trozado, que se efectúan 
en las fases iniciales de su transformación. 

Figura 1. Fuelles para motocicletas elaboradas a 
partir de residuos hospitalarios.

El objetivo principal del presente estudio fue 
validar el proceso de inactivación mediante calor 
húmedo, de residuos hospitalarios contaminados 
experimentalmente con Pseudomonas aeruginosa y 
Bacillus stearothermophylus durante el año 2009, así 
como establecer el tiempo y temperatura mínimos 
requeridos para realizar un proceso eficiente de 
esterilización de dichos residuos y verificar la eficacia 
del proceso de esterilización. 

Materiales y métodos

El presente fue un estudio de carácter experimental 
bajo el diseño en bloques aleatorizado, mediante el 
cual se determinó la existencia o no de diferencias 
significativas en torno a la variable de respuesta 
supervivencia (estimada por recuento a partir de 
filtración por membrana) de las cepas inoculadas 
experimentalmente, durante el proceso de alta 
eficiencia de esterilización por calor húmedo 
con autoclave industrial a diferentes tiempos y 
temperaturas aplicados a los residuos hospitalarios. 
Los procesos de contaminación experimental de los 
residuos hospitalarios, y de recuperación de cepas 
averiadas subletalmente por el tratamiento de 
inactivación administrado, se llevaron a cabo en uno 
de los laboratorios del programa de Bacteriología de 
la Universidad Católica de Manizales, mientras el 
proceso de inactivación a diferentes tiempos se llevó 
a cabo en el autoclave industrial del establecimiento 
objeto de estudio, el cual contenía en su interior aspas 
giratorias con el fin de favorecer la homogeneidad de 
la esterilización a través de la conducción activa del 
calor en los residuos esterilizados.

Población y muestra
La población correspondió a los equipos de venoclisis, 
bolsas viaflex y guantes quirúrgicos, que se destinan 
al proceso de reciclaje en el establecimiento 
coprocesador objeto de estudio, mientras la 
muestra correspondió a los equipos de venoclisis, 
bolsas viaflex y guantes quirúrgicos contaminados 
experimentalmente y para los cuales, dentro del 
diseño en bloques aleatorizado, se planteó un 
tamaño muestral de 54 unidades. 

Diseño experimental
Se planteó el  diseño aleatorizado por bloques a partir 
de la necesidad de controlar la variabilidad generada 
por un factor indeseable (11). El diseño permite 
comparar tratamientos entre bloques de unidades 
experimentales relativamente homogéneas (12). El 
diseño aleatorizado por bloques es una extensión de 
la prueba t pareada para situaciones donde el factor 
de interés tiene más de dos niveles; esto es, cuando 
es necesario comparar más de dos tratamientos. El 
diseño tiene este nombre porque cada bloque es 

Validación del proceso de autoclavado de residuos hospitalarios contaminados en el laboratorio con pseudomonas aeruginosa y bacillus stearothermophylus
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lo bastante grande como para contener todos los 
tratamientos y porque la asignación real de cada 
tratamiento dentro de cada bloque se hace al azar 
(13). Se utilizaron las temperaturas 105, 115 y 140ºC 
para los tiempos 10, 15 y 20 minutos. El diseño en 
bloques aleatorizado se denota de la siguiente 
manera:

yij	 =	 m + Ti + Bj  + eij

Donde:

yij	 :	 Es la variable respuesta asociada al 	 	
	 i-ésimo tratamiento y al j-ésimo bloque.
m	 :	 Efecto promedio para todo el 	 	
	 	 experimento.
Ti	 :	 Efecto del i-ésimo tratamiento.
Bj	 :	 Efecto del j-ésimo bloque.
eij	 :	 Error experimental o término de 
	 	 perturbación asociado al i-ésimo 	
	 	 tratamiento y al j-ésimo bloque (11).

Condiciones especificas al aplicar el diseño en 
bloques aleatorizado. La figura 2 ofrece mayor 
ilustración del diseño experimental utilizado. 
Inicialmente se contaminaron experimentalmente 
las muestras con materia orgánica (sangre segura), 
luego se colocaron en una suspensión de 109 
microorganismos/ml previamente desarrollados 
en caldo BHI y posteriormente se realizaron de 
manera individual los procesos de esterilización 
de los diferentes tratamientos según los tiempos y 
temperaturas asignados a los residuos hospitalarios. 
Se realizaron 3 repeticiones por tratamiento. 
Posteriormente se efectuaron los procesos de elución 
en caldo letheen de los residuos esterilizados en caldo 
letheen para cada unidad de muestra, se realizó la 
retención de microorganismos mediante el método 
de filtración por membrana (14) y se incubaron los 
tratamientos correspondientes a P. aeruginos y B. 
stearothermophylus a 35 y 55ºC respectivamente, 
durante 48 horas (15). Finalmente, se realizó el 
análisis de varianza (ANOVA) para determinar la 
existencia o no de diferencias significativas entre los 
tratamientos sobre la supervivencia microbiana, y 
así determinar el tiempo y la temperatura mínimos 
requeridos para inactivar los residuos hospitalarios 
en el establecimiento coprocesador.

Validación del proceso de autoclavado de residuos hospitalarios contaminados en el laboratorio con pseudomonas aeruginosa y bacillus stearothermophylus

Figura 2. Proceso de contaminación experimental y esterilización de los residuos hospitalarios.
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Resultados y discusión

La esterilización por calor húmedo permitió 
la conversión de los residuos hospitalarios en 
ordinarios, eliminando la susceptibilidad al deterioro 
para la salud del cliente que adquiere los accesorios 
fabricados por el establecimiento coprocesador 
objeto de estudio, como de los operarios que por 
vía directa o de manera cruzada, puedan entrar 
en contacto con microorganismos patógenos. 
Algunos estudios recomiendan la desinfección como 
método de inactivación de estos residuos (16), lo 
cual no es suficiente si se tiene en cuenta que el 
decreto 2676 especifica que la inactivación debe ser 
realizada por un método de alta eficiencia (4). Entre 
estos métodos sobresale la esterilización por calor 
húmedo, cuya eficiencia radica en la reactividad 
química del agua y su elevado coeficiente calórico, 
en contraste con otros medios difusivos como el aire 
(17). El efecto final de la esterilización por calor 
húmedo es la desnaturalización y coagulación de las 
proteínas (18), y depende de diversas variables como 
la temperatura, el tiempo de exposición y la presión 
administrada (dependiente de la temperatura). 
Así mismo, el proceso puede verse afectado por 
variables externas como el tipo de microorganismo y 
la disposición del material a inactivar.
La temperatura de 105ºC fue ineficiente en los 
tiempos utilizados con miras a la destrucción de 
cada microorganismo; mientras la P. aeruginosa fue 

completamente inactivada a partir de 115ºC durante 
15 minutos, B. stearothermophylus solo pudo ser 
inactivado de cada uno de los residuos utilizados a 
partir de 140ºC durante 10 minutos (figura 3), aspecto 
consecuente con su condición de microorganismo 
termorresistente (19, 20). En estas condiciones, el 
residuo hospitalario fue convertido en ordinario, de 
manera que no fuese susceptible de causar deterioro 
en la salud, contrario a la consideración de autores 
como Rutala (21), que sugieren que los residuos 
hospitalarios contaminados con microorganismos no 
pueden ser reciclados.
Tal como se observa en la figura 3, los recuentos de 
P. aeruginosa y B. stearothermophylus disminuyeron 
al aumentar la temperatura y los tiempos de 
inactivación; sin embargo, la inactivación de B. 
stearothermophylus solo se logró a partir de 140ºC, 
lo que se puede explicar por medio de la condición 
en la cual, los autoclaves de laboratorio requieren 
temperaturas menores para la inactivación, en 
contraste con los autoclaves industriales que 
requieren altas temperaturas. Sin embargo, la 
inactivación a 140ºC se dio a partir de 10 minutos 
para B. stearothermophylus, lo cual difiere de otros 
autores que refieren mayores tiempos de exposición 
(6). Es probable que las presiones manejadas en el 
autoclave utilizado (no controladas por ser un factor 
dependiente de la temperatura) y que están entre 
45 y 65 PSI hallan favorecido la eliminación del 
microorganismo en cuestión. 

Validación del proceso de autoclavado de residuos hospitalarios contaminados en el laboratorio con pseudomonas aeruginosa y bacillus stearothermophylus

Figura 3. Disminución de P. aeruginosa (izquierda) y B. stearothermophylus (derecha)  en los residuos 
hospitalarios posterior a la inactivación por calor húmedo.
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El análisis estadístico efectuado demostró que no hubo diferencias significativas entre los tipos de residuos 
hospitalarios empleados y los recuentos de P. aeruginosa y B. stearothermophylus obtenidos después de la 
inactivación en los tiempos y temperaturas asignados. Por lo anterior, se procedió a promediar los resultados que 
correspondían a cada tiempo y temperatura de manera que resultara para el subsecuente establecimiento de 
diferencias mediante análisis de varianzas (tablas 1 y 2).

Tabla 1. Análisis de varianza para los tratamientos de esterilización de residuos hospitalarios contaminados 
con P. aeruginosa. 

ANOVA

FV º de libertad
Suma de 
cuadrados

Cuadrados 
medios F calculado

F de la tabla (2, 2) 
5%         1%

Tratamientos 2 109,677.56 54,838.78 82.5 * 19           99
Bloque 2 17,077.56 8,538.78     12,8 19           99
Error Experimental 8-2-2= 4 18,395.11 664.4
Total 8 145,150.23

Tabla 2. Análisis de varianza para los tratamientos de esterilización de residuos hospitalarios 
contaminados con B. stearothermophylus.

ANOVA

FV º de Libertad
Suma de 
Cuadrados

Cuadrados 
Medios F calculado

F de la tabla (2, 2) 
5%         1%

Tratamientos 2 156,081 78,040.5 34.83 * 19           99
Bloques 2 4,480.89 2,240.4 1.0 19           99
Error Experimental 8-2-2= 4 8961.22 2,240.3
Total 8 169,523.6

En las tablas 3 y 4 se aprecia un efecto significativo entre los tratamientos, es decir, se estima una reducción 
apreciable de los microorganismos por el aumento de la temperatura sobre los residuos utilizados. A pesar 
que el diseño utilizado prioriza la evaluación de los tratamientos, el factor calculado para los bloques puede 
otorgar algún indicio en el cual, para procesos de validación similares se deben utilizar tiempos más amplios. La 
utilización de tiempos y temperaturas debe, sin embargo, establecerse no solo con base en la amplia literatura 
que al respecto existe (17, 18), sino también según el tipo de residuo a utilizar (22), y en el caso concreto de los 
equipos de venoclisis, se observó un deterioro apreciable de la integridad del residuo a partir de la inactivación 
a 115ºC durante 15 minutos, tiempo en el cual no se había logrado la destrucción de B. stearothermophylus, 
mientras que los guantes y bolsas viaflex no sufrieron deterioro de sus características físicas en las condiciones 
de tratamiento eficiente mínimas para cada microorganismo.

Conclusiones

El proceso de esterilización de residuos hospitalarios en el establecimiento coprocesador objeto de estudio debe 
llevarse a cabo a 140ºC en un tiempo igual o mayor a diez minutos para garantizar la eliminación de patógenos y 
poder considerar estos residuos como ordinarios.
El proceso de inactivación por calor húmedo llevado a cabo en el establecimiento coprocesador resultó por el tipo 
de microorganismo utilizado como variable de respuesta.
Se apreciaron diferencias estadísticamente significativas entre las temperaturas utilizadas con relación a la 
supervivencia de los microorganismos y no hubo diferencias significativas entre los tiempos utilizados.

Validación del proceso de autoclavado de residuos hospitalarios contaminados en el laboratorio con pseudomonas aeruginosa y bacillus stearothermophylus
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Recomendaciones

Durante los procesos de validación de características similares se debe tener en cuenta la utilización de tiempos 
más amplios, de manera que se pueda apreciar significancia estadística entre los espacios de tiempo utilizados, 
frente a la disminución de los microorganismos como variable de respuesta.
El establecimiento coprocesador objeto de estudio debe tener en cuenta la validación de otro método de 
inactivación para los equipos de venoclisis, en el caso de requerir el sostenimiento de sus condiciones físicas, 
puesto que este residuo presentó deterioro físico antes de alcanzar la temperatura de inactivación.
Los diálogos con entes regionales responsables de la salud pública y ambiental, han contemplado la posibilidad de 
diseñar un centro de acopio regional para el aprovechamiento de residuos hospitalarios como las bolsas viaflex, 
que cumplan las condiciones establecidas por las legislaciones respectivas. 
Se debe tener en cuenta la exploración de estrategias interventivas con el fin de generar conciencia frente al 
manejo apropiado de los residuos hospitalarios y la separación en la fuente, como mecanismo que favorezca los 
procesos de aprovechamiento de los residuos hospitalarios en el establecimiento coprocesador objeto de estudio 
y reduzca significativamente la susceptibilidad a eventos de contaminación cruzada.

Agradecimientos: Al gerente comercial del establecimiento coprocesador Rafael Muñoz Giraldo; la entidad 
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