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DESCRIPCION

Método para cuantificar dosis UV desinfectantes usando indicadores
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion esta relacionada con el campo de la esterilizacion y, mas especificamente, con la
desinfeccion de una lente utilizando una o mas dosis UV (ultravioletas) desinfectantes programadas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
US2001/0048891A1 esta relacionado con un método y un equipo para verificar la esterilizacion ultravioleta.

Actualmente, la desinfeccion de una lente oftalmica incluye diversos componentes quimicos liquidos que en
algunos casos pueden reaccionar con acumulaciones de particulas y organismos microbianos para obtener una
esterilizacion. Sin embargo, en muchos casos, usando estas soluciones quimicas puede que no se obtenga dicha
esterilizaciéon y, ademas, dichas soluciones pueden quedarse en la lente oftalmica e interactuar con el ojo del
usuario. Esta interaccion puede acarrear algunos efectos adversos, como, por ejemplo, provocar malestar o
quemazon, afectar al equilibrio quimico de la pelicula lagrimal, etc.

Por lo tanto, resulta deseable que los nuevos métodos y sistemas o equipos de esterilizacion mejorados
que se desarrollan puedan solventar estas limitaciones y efectos secundarios, dando respuesta a las necesidades
de esterilizacion que estan presentes desde hace tiempo en el campo de las lentes oftalmicas.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion esta relacionada con un método para obtener una medicién cuantitativa de dosis de
radiacion o irradiacion ultravioleta (UV), tal y como se especifica en la reivindicacion 1. Mas especificamente, de
manera que la dosis pueda medirse en el recipiente o contenedor utilizado para la aplicacion o puesta en practica de
la esterilizacion ultravioleta.

En algunos aspectos de la presente invencion, se describe el desarrollo de un método de medicién basado
en la degradacion de diversos croméforos/fluoréforos que puede usarse como método cuantitativo para determinar
la dosis UV en un liquido o como indicador -quimico, visual, cualitativo y que cambia de color- de la esterilizacion UV
(o esterilizacion ultravioleta).

BREVE DESCRIPCION DE LAS ILUSTRACIONES

Las ilustraciones adjuntas, que se incorporan a esta especificacion y forman parte de la misma, ilustran las
realizaciones de la presente invencion y, junto con la descripcion, sirven para explicar los objetivos, ventajas y
principios de la invencién.

La Figura 1 (Fig. 1) muestra curvas ejemplares de experimentos realizados de forma independiente, de
manera que se representa: A) La pérdida de fluorescencia (ex./em. 490/520 nm) de diversas concentraciones
de fluoresceina tras su irradiacion con dosis conocidas de luz UV de 254 nm. B) Todas las curvas de
degradacion de la fluoresceina se desploman hasta alcanzar la misma curva cuando la fluorescencia bruta se
convierte a un porcentaje del valor inicial de fluorescencia.

La Figura 2 muestra las estructuras quimicas ejemplares de los cromoéforos y los fluoréforos.

La Figura 3 muestra las curvas ejemplares que representan experimentos independientes, de manera que se
representa: A) La pérdida de la intensidad de fluorescencia o absorbancia de 10 mg/mL de croméforos y 3,5
mg/mL de fluoresceina tras una irradiacion con dosis conocidas de luz UV de 254 nm en forma de porcentaje
del valor inicial. La absorbancia o excitacion y las longitudes de onda de las emisiones para cada colorante o
tintura se muestran entre paréntesis. Cada curva representa tres experimentos independientes. B) El rango
de cuantificacién de las dosis UV para cada colorante.

La Figura 4 muestra los grupos de contenedores ejemplares con diversos plasticos distribuidos de forma
desigual para bloquear parcialmente la luz UV. A) El porcentaje de transmision de UV de los materiales de
cada grupo de recipientes o contenedores. B, C, D) La inhibicion de la transmision de UV y la correspondiente
pérdida de esterilizacion de Escherichia coli (B), Staphylococcus aureus (C) y Candida albicans (D). La
irradiancia total de cada grupo (n=6) fue de 100 mW*s/cm? en el caso de las bacterias (B, C) y de 250
mW*s/cm? en el caso de C. albicans (D), de manera que se midi6 la potencia de salida de las bombillas UV.
La dosis UV presente en el recipiente se calculé por medio de la degradacién de Eritrosina B (barras blancas)
y se determin6é el nimero de organismos viables que quedaron tras la irradiacion (barras negras). Todas las
barras de error representan el error estandar.

La Figura 5(A) muestra los cambios visuales ejemplares de Eritrosina B y Carmin de indigo tras una
exposicion a luz UV de 254 nm y el log 12 de una dosis de esterilizacion excesiva (ndmero entre paréntesis)
para diversos indicadores bioldgicos de UV y patégenos humanos.

La Figura 5(B) es una representacion esquematica de la Figura 5(A).

Las Figuras 6A-6K son graficas que representan los efectos de las dosis ejemplares de radiacion UV y sus
respectivos efectos analizados.
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La Figura 6(A) muestra la curva de fluorescencia estandar de la fluoresceina (ex./em. 490nm/520nm).
La Figura 6(B) muestra los espectros de absorbancia de UV/Vis del Rojo allura.

La Figura 6(C) muestra la curva de absorbancia estandar del Rojo allura.

La Figura 6(D) muestra los espectros de absorbancia de UV/Vis del Carmin de indigo.
La Figura 6(E) muestra la curva de absorbancia estandar del Carmin de indigo.

La Figura 6(F) muestra los espectros de absorbancia de UV/Vis de la Eritrosina B.

La Figura 6(G) muestra la curva de absorbancia estandar de la Eritrosina B.

La Figura 6(H) muestra los espectros de absorbancia de UV/Vis de la Tartracina.

La Figura 6(l) muestra la curva de absorbancia estandar de la Tartracina.

La Figura 6(J) muestra los espectros de absorbancia de UV/Vis del Verde rapido.

La Figura 6(K) muestra la curva de absorbancia estandar del Verde rapido.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

La presente invencion proporciona un método para cuantificar diferentes dosis de desinfeccién con UV. En
las siguientes secciones, se proporcionan descripciones detalladas de realizaciones de la invencion. En la
descripcion de las realizaciones preferidas y alternativas se incluyen realizaciones que, a pesar de ser detalladas,
solo son ejemplares, de manera que las personas versadas en la materia entenderan que existen variaciones,
modificaciones y alteraciones evidentes de estas. Por lo tanto, debe entenderse que dichas realizaciones ejemplares
no limitan el alcance de los aspectos de la invencion subyacente. En esta explicacion, los pasos del método descrito
se enumeran en una secuencia logica; sin embargo, si no se especifica lo contrario, dicha secuencia no limita de
ninguna manera el orden en el que pueden ponerse en practica.

DEFINICIONES

Tal y como se utiliza en el presente texto, 'lente oftalmica’ o 'lente oftalmoldgica’ (a veces denominada
simplemente 'lente’) hace referencia a cualquier dispositivo oftalmico que se encuentra en o sobre el ojo. Por
ejemplo, el término 'lente' puede hacer referencia a una lente de contacto, una lente intraocular, una lente
superpuesta, un inserto ocular, un inserto 6ptico u otro dispositivo similar mediante el cual se modifica o se corrige la
visidn, o a través del cual se mejora cosméticamente la fisiologia ocular (por ejemplo, el color del iris) sin dificultar la
vision. En algunas realizaciones, las lentes preferidas de la invenciéon son lentes de contacto blandas y estas se
fabrican a partir de hidrogeles o elastémeros de silicona, los cuales incluyen -pero no se limitan a- los hidrogeles de
silicona y los fluorohidrogeles.

Sinopsis

La medicion precisa de la irradiacion ultravioleta (UV), especialmente en un recipiente o contenedor, es uno
de los retos a los que se enfrenta la implementacion general de la esterilizacion con UV. Los indicadores bioldgicos
pueden proporcionar un método para determinar si una dosis de UV aplicada tiene la eficacia necesaria para
conseguir la esterilizacion. Para superar algunos de los retos relacionados con el uso de un indicador biolégico, se
desarrollaron los indicadores quimicos que se basan en la degradacion de los alimentos, los medicamentos y los
cosmeéticos (conocida como 'FD&C'). Para este trabajo, se determind la relacion entre la dosis de UV vy la
degradacion de la tintura, tinte o colorante y se us6 para crear curvas estandar. Si se conoce dicha relacion, se
puede usar la degradacion de diversos colorantes como sistema de medicién cuantitativo. El uso de la degradacion
del colorante como medicién de la dosis UV es especialmente util cuando los niveles de irradiacion UV en un
recipiente no se pueden medir directamente. Ademas, debido a la naturaleza de los tintes o colorantes FD&C, con
altos niveles de color, los cambios visuales que se observan tras la irradiacion del tinte pueden usarse como un
indicador visual cualitativo de la dosis UV.

1. Introduccion

La industria médica ha reconocido las bombillas germicidas ultravioletas (UV) como método para
desinfectar y esterilizar los instrumentos médicos durante mas de 60 afios. Desde entonces, la luz utravioleta (UV)
se ha utilizado como agente desinfectante y de esterilizacion para diversos materiales sélidos, liquidos y gaseosos.
Mas particularmente, esta teconologia ha gozado de un amplio uso en el tratamiento del agua potable durante las
dos ultimas décadas.

A pesar de que las bombillas germicidas han gozado de un uso muy extendido, uno de los retos principales
de usar luz UV para desinfectar o esterilizar liquidos es la determinacion precisa de la dosis UV presente en el
liquido. La medicion de una dosis UV repetible y reproducible fue una cuestiéon que surgié cuando las bombillas
germicidas se propusieron por primera vez como método de esterilizacion. Mientras que la energia por unidad de
area que se imparte al recipiente de un liquido se calcula facilmente a partir de la potencia de la fuente UV vy el
tiempo de exposicion, calcular la energia presente en la soluciéon no es tan sencillo. Desafortunadamente, incluso
hoy en dia la estandarizacién de las mediciones de las dosis UV continda siendo imprecisa, de manera que se
publican muchas metodologias de medicién nuevas.

La dosis media (Day, por sus siglas en inglés) de luz UV en un liquido puede calcularse a partir de la
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duracién de la exposicién (t) multiplicada por la intensidad media (lavg, por sus siglas en inglés): Dayg = layg * t. La
intensidad media se calcula utilizando la siguiente ecuacion: lag = o * (1 — e*") / (A*L), donde A es la absorbancia
del liquido por centimetro y L es la longitud de la trayectoria de la solucién irradiada. Sin embargo, estos calculos
solo son validos en el caso de una solucién homogénea. La absorbancia de UV de los materiales presentes en la
propia solucion o en el envase que contiene la solucion puede dar lugar a dosis muy desiguales cuando se someten
a irradiacion. Las sombras de UV que se crean pueden dar lugar a lugares en los que los microorganismos no se
eliminan de forma eficaz. Recientemente, se han creado modelos/simulaciones por ordenador con el objetivo de
predecir mas correctamente la dosis y la eficacia de la UV en las soluciones cuyos resultados son peores que los
resultados deseados. Debido a las dificultades para obtener una dosis precisa y predecir la eficacia antimicrobiana
de una dosis en un liquido, existe una necesidad evidente de contar con métodos adicionales de mediciéon
cuantitativa.

Ademas de las mediciones cuantitativas, en los procesos de esterilizacion se utilizan normalmente
indicadores cualitativos visuales. Si bien se han desarrollado indicadores biolégicos de desinfeccion y esterilizacion
con UV y generalmente se considera que estos son la prueba de esterilizacion mas definitiva, dichos indicadores
presentan algunas desventajas respecto a los indicadores quimicos, concretamente la demora para obtener
resultados, el coste y su potencial de contaminacion. Estas desventajas pueden limitar la utilidad de los indicadores
bioldgicos en ciertas circunstancias. Mientras que otras formas de esterilizacion, como la quimica o mediante vapor,
tienen indicadores quimicos eficaces, existe una falta de disponibilidad comercial de los indicadores quimicos de la
UV. Ha habido informes sobre silices y microesferas marcadas fluorescentemente que se usan para determinar la
dosis en los reactivos o reactores UV y se ha propuesto que la degradacion de cloro libre puede ser un método para
cuantificar la dosis UV en una solucién. Sin embargo, todas estas técnicas de degradacion quimica pueden
cuantificar la dosis UV en solucién, pero no muestran los cambios cualitativos que pueden observarse a simple vista
y que son comunes a otros indicadores quimicos.

En el presente texto se describe el desarrollo de un sistema de medicion que se basa en la degradacion de
diversos croméforos/fluoréforos y que puede usarse como método cuantitativo para determinar la dosis UV en un
liquido o como indicador -quimico, visual, cualitativo y que cambia de color- de la esterilizacion UV.

2. Materiales y métodos
2.1. Materiales

El Rojo allura AC y el Amarillo crepusculo FCF se adquirieron a través de Tokyo Chemical Industry (Tokio,
Japon). La Erioglaucina se adquirid a través de Spectrum (Gardena, California, EE UU). La Eritrosina B, la Tartracina
y el Verde rapido FCF se adquirieron a través de Alfa Aesar (Ward Hill, Massachusetts, EE UU). El Carmin de indigo
se adquirio a través de Amresco (Solon, Ohio, EE UU). La sal de sodio de Fluoresceina se aquirié a través de Sigma
(San Luis, Misuri, EE UU). El detector germicida de UV PMA2122 certificado por el Instituto Nacional de Normas y
Tecnologia (NIST, por sus siglas en inglés) y el registrador de datos PMA2100 se adquirieron a través de Solar
(Glenside, Pensilvania, EE UU). Las bombillas UV se adquirieron a través de LCD Lighting (Orange, Connecticut, EE
UU). TableCurve2D se adquirio a través de Systat Software (San José, California, EE UU). El caldo de soja triptico,
el agar de soja triptico, el caldo SAB-DEX y el agar SA-DEX se adquirieron a través de Northeast Laboratories
(Waterville, Maine, EE UU). El #3585 de 96 pocillos de Corning Clear, las semi microcubetas de cuarzo, las placas
de Petri y todos los demas materiales se adquirieron a través de VWR (Atlanta, Georgia, EE UU).

2.2. Espectros y generacion de curvas estandar
Se afiadié 1 mL de una solucion de colorante de 10 ug/mL en agua desionizada a una cubeta de cuarzo.

Los espectros de absorbancia de UV/Vis (ultravioleta/visible) se leyeron o registraron en un M5 de Molecular
Devices (Sunnyvale, California, EE UU) desde 200 hasta 800 nm cada 2 nm. Se determiné el pico de absorbancia
maximo en la region visible para cada tinte o colorante.

Se afiadieron por triplicado 100 pyL de diversas concentraciones de solucion de colorante en agua
desionizada a los pocillos de la placa de 96 pocillos. La absorbancia de la placa de 96 pocillos se leyo o registré en
la longitud de onda adecuada en un M5 de Molecular Devices.

2.3. Degradacioén de la fluorescencia de la fluoresceina

Se afadié 1 pL de diversas concentraciones de fluoresceina en agua desionizada a las cubetas de
fluorescencia de cuarzo. La intensidad de la fluorescencia de cada cubeta se midié con un M5 de Molecular Devices
con una excitacion de 490 nm, una emision de 520 nm vy un filtro de corte de 515 nm. Las cubetas se irradiaron
durante diversos intervalos de tiempo con una bombilla germicida UV con una configuracion personalizada. La
potencia de la bombilla, medida en yW/cm2, se registré antes y después de cada ciclo de irradiacion. La intensidad
de fluorescencia se midié de nuevo exactamente como se ha descrito previamente. La dosis se calculé multiplicando
la potencia de la bombilla por el tiempo. Las curvas de decaimiento se ajustaron con TableCurve2D usando la
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ecuacion DecayN 8119, cuya forma es: y = (b"4 + cdx — cx)"('9) + a,
2.4. Degradacién del cromoforo

Se afiadié 1 pL de diversas concentraciones de cada colorante en agua desionizada a las cubetas de
cuarzo. La absorbancia de cada cubeta se midié con un M5 de Molecular Devices en el pico maximo de la longitud
de onda para cada colorante. Las cubetas se irradiaron durante diversos intervalos de tiempo con una bombilla
germicida UV con una configuracion personalizada. La potencia de la bombilla, medida en pW/cm?, se registro antes
y después de cada ciclo de irradiacion. La absorbancia se midi6 de nuevo exactamente como se ha descrito
previamente. La dosis se calculd multiplicando la potencia de la bombilla por el tiempo. Las curvas se ajustaron
exactamente como se ha descrito previamente.

2.5. Preparacién de organismos

Se cultivd un césped de organismos en una placa de Petri que contenia agar de soja triptico para las
bacterias o agar de SAB-DEX para C. albicans durante la noche a 35° C. Las células se extrajeron (rasparon) de la
placa de Petri y se colocaron en 5 mL de tampdn fosfato salino de Dulbecco (DPBS, por sus siglas en inglés) que
contenia un 0,05% de Tween 80 (v/v) (TDPBS). La absorbancia de los organismos se leyd o registr6 y se comparé
con una curva estandar. Después, las células se diluyeron hasta alcanzar la concentraciéon adecuada, tal y como se
requeria en cada experimento especifico.

2.6. Experimentos de determinacién de la dosis de colorante y esterilizacion

El inéculo para cada organismo se ajustdé en ~106 CFU/mL en TDPBS. Se afadieron 1,5 mL de inéculo a
una semi microcubeta de cuarzo. Las cubetas se envolvieron de forma desigual utilizando envoltorio de plastico de
diversos tipos y grosores para crear un recipiente con diversos grados o cantidades de absorbancia de UV. Se midié
la potencia de la bombilla UV y se ajustd el tiempo de manera que cada recipiente de las cubetas se irradiara con
una dosis total de 250 mW*s/cm?. El nimero de organismos viables se enumero tal y como se describe mas
adelante. Exactamente al mismo recipiente de cubetas se le afiadio una solucién de 10 pg/mL de Eritrosina B y se
irradié exactamente como se ha descrito previamente. Tras la irradiacion, la absorbancia del colorante se midié a
525 nm y la correspondiente dosis se calculd utilizando la curva ajustada generada previamente.

2.7. Enumeracion de organismos

Se afiadieron 100 pL de organismos a cada uno de los seis pocillos de la fila A de una placa de 96 pocillos.
Se anadieron 90uL de SAB-DEX o TSB a las filas B-H de la placa. Se cred una dilucion en serie 1:10 pasando 10 uL
de la fila a la fila B y mezclando después. Este patréon o procedimiento se repitid en toda la placa. Después, se
afiadieron 100 uL de SAB-DEX o TSB a todos los pocillos. Las placas se incubaron durante 48 horas a 35° C. Se
registré la absorbancia de cada pocillo usando un SpectraMax 384 Plus de Molecular Devices. Los pocillos se
consideraron positivos o negativos para el crecimiento y la concentracion original de los organismos se calculd
usando el método del nUmero mas probable.

2.8. Cambios visuales en el colorante tras la irradiacion UV

Se afiadieron 1 mL de una solucién de 10 o 100 uyg/mL de Eritrosina B o una solucion de 100 pg/mL de
colorante de Carmin de indigo en agua desionizada a una cubeta de cuarzo. Se midi6 la potencia de la bombilla UV
y se ajustd el tiempo para irradiar cada cubeta con la dosis especificada. Las cubetas se fotografiaron antes y
después de la irradiacion.

3. Resultados y analisis
3.1. Degradacioén del colorante tras la irradiacion UV

Debido a la escasez general de indicadores quimicos para la esterilizacion UV, se buscaron productos
quimicos que mostraran un cambio de color y/o fluorescencia facilmente perceptible tras la irradiacion UV. Estos
tintes o colorantes quimicos tenian que ser solubles en agua, ya que la mayoria de esterilizaciones UV se realizan
en superficies secas 0 en medios acuosos; debian mostrar un elevado coeficiente de extinciéon, de manera que los
colorantes se pudieran apreciar facilmente a simple vista; y, preferiblemente, debian ser no toxicos. En principio, los
colorantes FD&C, con altos niveles de color, cumplian con todos los requisitos, ya que presentan niveles de
toxicidad muy bajos y una elevada solubilidad en agua.

Para describir o determinar como se degradarian estos colorantes tras la irradiacion UV, se escogié en
primer lugar a la representativa fluoresceina (D&C Amarillo 8). Se irradiaron diversas concentraciones de
fluoresceina en cubetas de cuarzo mediante bombillas UV germicidas a 254 nm. A lo largo del experimento se
midieron la intensidad de fluorescencia, la absorbancia y la dosis UV. Las curvas se ajustaron usando TableCurve2D
y se descubrié que se ajustaban mejor a las curvas de decaimiento. Tal y como se muestra en la Figura 1a, cada
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concentracion de fluoresceina mostré un buen ajuste a estas curvas de decaimiento.

Como en el caso de cualquier declive o decaimiento, cuando la intensidad de fluorescencia de cada curva
se convirtié a un porcentaje de su valor inicial, todas las curvas se desplomaron hacia la misma curva (Figura 1b).
Las curvas desplomadas o colapsadas de la absorbancia y la intensidad de fluorescencia fueron similares. Utilizar
una ecuacion lineal Unica y ajustada simplifica en gran medida la realizacion y el analisis de los experimentos, ya
que no es necesario conocer la concentracion exacta del colorante, sélo una medicién inicial de su absorbancia o
intensidad. Sin embargo, los valores iniciales y finales deben encontrarse dentro del rango lineal del detector.

Para identificar otros colorantes que mostraban una curva de decaimiento simple similar cuando se
exponian a luz UV a 254 nm vy tenian diferentes sensibilidades, de manera que podian cuantificar un rango o
intervalo de dosis diferentes, se escogieron los siguientes compuestos: Eritrosina B (FD&C Rojo 3), Rojo allura
(FD&C Rojo 40), Azul brillante FCF (FD&C Azul 1), Carmin de indigo (FD&C Azul 2), Tartracina (FD&C Amarillo 5),
Amarillo crepusculo FCF (FD&C Amairillo 6) y Verde rapido FCF (FD&C Verde 3). Primero se determiné el espectro
de absorbancia, el pico de absorbancia de longitud de onda y la region lineal de deteccion de cada croméforo.

Para los estudios sobre la degradacion UV se escogié una concentracion de 10 pyg/ml para garantizar que
cada colorante se encontraba en el rango lineal de deteccion. De forma similar a los estudios con fluoresceina, cada
colorante se sometid a cantidades conocidas de luz UV y la absorbancia se midié a lo largo de todo el experimento.
La Eritrosina B también mostré una emision de fluorescencia significativa que podia usarse ademas de su
absorbancia. Los valores de absorbancia se convirtieron a un porcentaje del valor inicial de absorbancia y las curvas
resultantes se ajustaron con la misma curva de decaimiento que la fluoresceina.

Se descubrié que el Amarillo crepusculo y la Erioglaucina no mostraban una curva de decaimiento simple y,
por lo tanto, no se usaron en posteriores experimentos. Los colorantes restantes que si mostraron una curva de
decaimiento simple pueden verse en la Figura 2. Tal y como se muestra en la Figura 3a, la tasa de decaimiento de
los diferentes colorantes que mostraron curvas de decaimiento simples abarcaba un amplio rango o intervalo de
dosis UV. Se determiné que el rango de cuantificacion de cada colorante se hallaba entre las dosis que producian un
valor porcentual de entre un 100% y un ~20% del valor de absorbancia original (Figura 3b). Cuando se generaron las
curvas estandar y se identificaron los rangos de cuantificacion, estos colorantes pudieron usarse para cuantificar la
cantidad de dosis UV aplicada realmente en un objeto irradiado.

3.2. Determinacion de la esterilizacion y la dosis UV interna del recipiente

La esterilizacion es mas eficaz cuando se aplica a un medio con una absorbancia de UV baja como el aire.
Sin embargo, la mayoria de aplicaciones de esterilizacion, especialmente los procesos de esterilizacion liquidos,
requieren que la luz UV pase a través de algun tipo de recipiente ademas del propio medio. Las inconsistencias en la
absorbancia del envoltorio o envoltura, debidas a los cambios en el grosor o el tipo de material, pueden crear areas
0 zonas con una dosis UV mucho menor. De forma similar, las soluciones heterogéneas también pueden dar lugar a
niveles diferentes de dosis UV en su medio.

Mientras que la dosis UV que irradia el exterior de un recipiente puede medirse de forma bastante directa
mediante la potencia de la bombilla, la capacidad para medir la dosis acumulativa media en un recipiente no es tan
facil de obtener. Sin embargo, con un colorante soluble que puede colocarse en un recipiente puede determinarse la
dosis media aproximada que se obtiene en dicho recipiente tras la irradiacion UV.

Para estudiar el impacto de la absorbancia de los materiales desiguales sometidos a esterilizacion, las
cubetas de cuarzo se envolvieron de forma desigual con diversas hojas o envoltorios de plastico. Estos envoltorios
tenian arrugas, pequefios pliegues y huecos que creaban diferencias en la absorbancia de luz UV. Se utilizaron diez
envoltorios diferentes y se organizaron en grupos con un promedio decreciente de transmision UV (Figura 4a).

A las cubetas envueltas se les afiadié 1,5 mL de una solucién de organismos de ~ 1x106 CFU/mL o una
solucion de colorante de Eritrosina B de 10 pg/mL. Tanto los organismos como el colorante se suspendieron en
tampon fosfato salino de Dulbecco modificado que contenia un 0,05% de Tween-80 (TDPBS). El TDPBS se usé
para evitar que los organismos formaran grandes aglomeraciones y también para aplicar una absorbancia UV
significativa a la propia solucién. Después, las cubetas llenas y envueltas se irradiaron con una dosis externa
constante -medida segun la potencia de la bombilla- y se determind la cantidad de organismos supervivientes o la
dosis interna -medidas segun la reduccion de la absorbancia del colorante-.

Para este experimento de esterilizacién se escogieron la bacteria gram negativa E. coli, la bacteria gram
positiva Staphylococcus aureus y la Candida albicans de la levadura. A partir de datos publicados se obtuvieron o
calcularon dosis UV que proporcionan una esterilizacion excesiva de 12 log. Debido a las diferencias en la
metodologia y a las dificultades inherentes a la mediciéon de dosis UV, en la literatura existia una gran variacion
respecto a las dosis de esterilizacién excesiva, de manera que las dosis de E. coli oscilaban entre 2,5 y 98
mW*s/cm?, las de S. aureus oscilaban entre 2,7 y 174 mW*s/cm? y las de C. albicans oscilaban entre 26 y 537
mW*s/cm?.
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Teniendo en cuenta los diversos valores publicados y nuestros propios datos no publicados, se escogi6 una
dosis de 100 mW*s/cm? para las bacterias y una dosis de 250 m\W*s/cm? para C. albicans.

Tal y como puede observarse en las Figuras 4b-d, la dosis interna calculada fue menor que la dosis
aplicada y, a medida que la transmision del envoltorio plastico disminuia (los nimeros de los grupos de recipientes
mas altos tienen una transmision UV mas baja, tal y como se muestra en la Figura 4), la dosis interna mostraba una
disminucién similar. La dosis interna mas baja, incluso en una cubeta sin envolver (grupo de recipientes 1), se debe
seguramente a la mayor absorbancia de la propia solucién de TDPBS (casi un 20% de disminucion de la transmision
por cm). Un aumento de la distancia desde la bombilla y la pequefia absorbancia de la propia cubeta contribuyen a
la dosis interna mas baja.

Los grupos de recipientes que mostraron una alta transmision y las correspondientes dosis internas mas
altas mostraron una esterilizacién completa para los tres organismos (grupos de recipientes 1-4). Sin embargo, a
medida que la absorbancia del envoltorio plastico aumentaba, la dosis interna caia con el tiempo a un nivel en el que
algunos de los organismos podian sobrevivir (grupos de recipientes 5-7). Una vez que se alcanz6 este punto de
transicion, el niumero de organismos supervivientes aumenté a medida que la dosis interna disminuia adn mas
(grupos de recipientes 8-11). Los organismos supervivientes no estaban distribuidos de manera uniforme entre las
réplicas de cada muestra debido a las desigualdades de los envoltorios plasticos, lo que dio lugar a una elevada
variabilidad.

3.3. Degradacion del colorante como indicador UV quimico y visual

Ademas de usarse como herramienta de medicidon cuantitativa, la degradacion de los colorantes también
puede usarse de una forma mas cualitativa, como indicador quimico visual de la dosis UV. Puesto que se escogieron
colorantes FD&C, con altos niveles de color, la transicion en el color a medida que el colorante se degrada puede
utilizarse como indicador visual. Para mostrar los cambios visuales, diversas concentraciones de colorantes
diferentes se irradiaron con dosis conocidas de luz UV, de manera que se tomaron imagenes de cada colorante a lo
largo del proceso de irradiacion. Se escogieron una solucion de Eritrosina B de 10 y 100 pyg/mL y una solucion de
Carmin de indigo de 100 pug/mL como candidatos representativos, ya que mostraron cambios de color visuales
adecuados en el rango de las dosis analizadas.

Tal y como se muestra en las Figuras 5(A) y (B), la solucién de Eritrosina B de 10 ug/mL mostré el cambio
mas visual con las dosis UV mas bajas, con una diferencia brusca de color entre 0 y 500 mW*/cm? y una pérdida de
color absoluta a 1000 mW*s/cm?. La solucion de Carmin de indigo de 100 ug/mL fue algo menos sensible y mostré
un ligero cambio de color a 500 mW*/cm?, un cambio brusco de color a 1000 mW*/cm? y una pérdida de color
absoluta a 2500 mW*/cm?. Por ultimo, la solucién de Eritrosina B de 100 pug/mL, mas concentrada, permitié cambios
visuales con dosis de luz UV mas elevadas, ya que la pérdida de color absoluta no se observd hasta alcanzar una
dosis de 5000 mW*/cm?. Los colorantes menos sensibles a la UV podrian usarse como indicadores visuales si se
requieren dosis UV mas elevadas.

3.4. Dosis de esterilizacion UV excesiva de log 12 para microorganismos

Como referencia, los valores de las dosis de esterilizacién excesiva de log 12 para diversas bacterias,
hongos, virus y protozoos se obtuvieron o calcularon a partir de datos publicados (31). Estos organismos se
escogieron por su uso como indicadores bioldgicos para la esterilizacion UV o porque son patégenos humanos
conocidos. En general, la mayoria de las bacterias, virus y protozoos se esterilizan con menos de 500 mW*/cm? de
UV, pero algunos organismos muestran mayor resistencia. Los hongos, especialmente en su forma de espora, son
mas resistentes a la esterilizacion UV que los demas grupos de organismos, de manera que la mayoria de
organismos se esterilizan entre 500 mW*/cm? y 2500 mW*/cm?. Puesto que la gran mayoria de organismos se
esterilizan en un intervalo de entre 0 y 5000 mW*/cm?, la Eritrosina B y/o el Carmin de indigo pueden usarse como
un indicador quimico, cualitativo, visual y eficaz para determinar si la dosis UV es suficiente para la esterilizacion.

4. Conclusiones

Se analizaron siete colorantes FD&C y el colorante de fluoresceina D&C para determinar si su degradacion
de absorbancia y/o fluorescencia tras la irradiacion con luz UV a 254 nm podia usarse como medida cuantitativa de
la dosis UV. Seis de los ocho colorantes mostraron curvas de decaimiento simples tras la irradiacion UV. Se crearon
las curvas de degradacion UV estandar de estos seis colorantes y todos ellos pudieron utilizarse para determinar la
dosis UV media aplicada a una solucién. Debido a las diferentes sensibilidades de los colorantes, pudieron
cuantificarse diferentes rangos de dosis UV.

Para mostrar el potencial de medir directamente la dosis UV en un recipiente, algunas cubetas envueltas de
forma desigual con diversos plasticos que absorben UV se irradiaron con una dosis constante de energia UV que
era equivalente a una dosis de esterilizacion excesiva de log 12. Debido a la estructura de los recipientes de las
cubetas, la cantidad de energia UV que puede penetrar en el espacio interior es desconocida y resulta dificil
calcularla de forma absoluta. A estos recipientes se les afadio el colorante Eritrosina B o los microorganismos E.

7
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coli, S. aureus o C. albicans. El colorante se utilizé para cuantificar la dosis UV interna o se determiné el nimero de
organismos supervivientes. Se demostré que la pérdida de la dosis interna se correspondia con el aumento del
numero de organismos supervivientes a pesar de que la energia UV total aplicada al exterior de los recipientes no
cambiara.

Por ultimo, se estudiaron los cambios visuales de los colorantes tras la irradiacion UV. Los dos colorantes
mas sensibles, Eritrosina B y Carmin de indigo, mostraron buenos cambios de color visuales en las dosis en un
rango de entre 0 y 5000 mW*/cm?, dependiendo de su concentracién. Podian usarse colorantes adicionales si se
requerian dosis mas grandes. Sin embargo, puesto que la dosis de esterilizacion excesiva de log 12 para los
microorganismos mas importantes es de menos de 5000 mW*/cm?, estos dos colorantes deberian poder aplicarse a
la gran mayoria de microorganismos.

En resumen, las dificultades para medir la dosis UV absoluta y la actual escasez de indicadores quimicos
disponibles comercialmente para la esterilizacion UV hacen necesario contar con nuevos métodos cuantitativos y
cualitativos. La capacidad para utilizar la degradacion de los colorantes FD&C como herramienta de medicion
cuantitativa y como indicador visual cualitativo hace que estos colorantes sean una buena opciéon como indicadores
quimicos de UV.

Conclusién

Se han descrito diversas realizaciones de la presente invencién. Esta especificacion contiene muchas
descripciones de caracteristicas que son especificas a realizaciones particulares de la presente invencion.

Por lo tanto, se han descrito realizaciones particulares del tema tratado. Otras realizaciones se encuentran
dentro del alcance de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para cuantificar dosis desinfectantes ultravioletas que son adecuadas para esterilizar una lente
oftalmica utilizando uno o mas indicadores aditivos, que comprende:

afiadir uno o mas indicadores a una solucién acuosa, de manera que estos indicadores son solubles en agua
y se disuelven en la mencionada soluciéon, y de manera que comprenden al menos un cromé6foro o un
fluoréforo (o ambos) que pueden degradarse tras una irradiacion ultravioleta;

aplicar una dosis de radiacién ultravioleta a la mencionada solucién, que contiene uno o mas indicadores, con
una intensidad y un periodo de tiempo controlados; y

obtener una informacion o 'feedback’ a partir de la degradacion de uno o mas de los indicadores.



Fluorescencia (RFU)

% Fluorescencia (RFU)

ES 2 643 848 T3

FIG. 1(A)
60000 - u
50000 A
@
400001 0O
300004 A
20000 ©
L 2
100001
0 1000 2000 3000
Dose (mW*s/cm?)
FIG. 1(B)
120 - ]
1005 A
801 *
O
60- A
40 O
201 ¢
0 l ' :
0 1000 2000 3000

Dosis (mW*s/cm?)

10

4000

4000



ES 2 643 848 T3

¢ InZ2y OeA4d
oBipul ap ulwe)

i
o HN O §-OH
0 o ?
1} o
Ho-§ O NH
o)
€ 9pIdA O%%Ad
o_._m opides apiap

g oj|ewyY 9780 G ojjewy 9'2a4
eulaossalon|q euloeayie]
HO, O
P
ASW Vs
zI@lmuo_._
o =8
d OH
¢ oloy o9®a4d
g euisonti3 o ofoy 9%a4
ednjje ofoy
HO o
o\\m\

11



% 0.D.o % RFU

ES 2 643 848 T3

FIG. 3(A)

@ FEritrosina B (525nm)

M Carmin de indigo (612nm)
® Verde rapido (624nm)

¢ Rojo allura (495nm)

A Fluoresceina (490/520nm)
M Tartracina (426nm)

100 m

808
60
40+

20 L\

| ‘ . I I 1
0 5000 10000 15000 20000 25000

Dosis (mW*s/cm?)
FIG. 3(B)
D intervalo de cuantificacion
ye de la(s) dosis (mW*s/cm?)

Eritrosina B 0-400
Carmin de indigo 0-1200
Fluoresceina 0-1800
Verde rapido 0-3500
Rojo allura 0-4000

Tartracina 0-12,000

12



ES 2 643 848 T3

Bz

Z
ez
Bz
]
_t
77
7777

&z
7777
77777

T

23456789101

L%

1

cCo o oo
P DTN

120
1001 §

£
c

G B uoIsiwsuel ] 9%,

FIG. 4(A)

(n49) owsiuebio [ap ugeladnooy

=l R R = R )
o O B o B oo Gl e B o W e Wl e = T Vo B <
D < O N - O OO FTOAHAN~— O &l — = O o
= = b
— - .
o o o
e b e -
» >» o o
I=
.oo [oe) oo.m
i~ 2 ~ &2 ~ -5
- i ©
D
8 o 5 © 2 o O
L i © i © D
— © _.“_50 w0 o
[ [ i o)
= —_— < __”4w.
] ™ ] ™ _.Hoond
H Al  e— H—— N
H X H - H S
o 0O 00 O O cCOoO0 O OO0 O o O O O o
D < M N «— O O F AN — © N © <
(;wo/s,mw) @juelo000 | eied EPEINDIED AN SISOQ
) X) =4
e - g
A o - <

13



ES 2 643 848 T3

(0699) wnieyeyo sknoghyoerg

WIS, Mw  quybr o}

000G
(659¢) \02-S4vS (009¢) alods - sueaubiu sndoziyy
(£9.2) sisuaibuuny; snjjoeg —_—
(6991 snieBiwn; snjbisdsy
(9001 auods - 16U snybiadsy
(9051 sineainaiq sisdowejndoag
(90}) sineainaiq sisdoueindoog | (8851 @lods - snaeydoze snjoeg
GOMONS | (o) weraseosqoaueueoy | (1EH) RO UTOdOPEy 0001
(062) ovewny snamoeBawoyo
(669) snuewofiog (059) alods - Iwepojaysize snyfiadsy
(009) a10ds - snaey snyfiadsy
(095) Snunouapy (z9¢) aewownaud snoeooidang|
o) Hin s oot waosumeny | (9 RECETNCE) 006
(887) 2sW obejouatdeg (052) Sueaiqe eppue: oty
(761) veguiaids3 (5¢) Suediqpe epipuey (zee) sisuatepn; ejasiouel
(el oam W_W,M__%m_n_a (891 SpAMeuLep SIOMMREIE | 1 o i
é%.__. el (z8) esouibniae seuowopnasq
mew M xm_QE_m i _mn (05) snaine snaa020jAydelg
(62) elquwe) eipier9 (1) SISOoJaqN] WNB}LqOIAYY 0
(07) wnuned wnipuodsoldAly (e1) 109 BIYOURYDST
(07) esajouo ougip
SNIIA $0020}0.d oBuoH Selsjoed

(v)s 'oid

siso(

g euisonlug

w6 g1
obipu}
ap ujuie)

Tw/Br o)
g euisoqlg

14



ES 2 643 848 T3

(0699) wnueyeyo shiogfyoeis

000S
(559€) A0D-S¥YS (009g) asods - sueaubiu sndoziyy
(¢9.2) sisuaibuuny; snjjoeg
006¢
(G99} snieBiuuny snjibiadsy
(9091) a10ds - Jabiu snibiadsy
(9051) sneaialq sisdoweindoas
(9051) sineainaugq sisdoueindoag | (8861 eiods - snaeydose snjeg
(001) 09AS (8611) WEjarsED eqpeuyuEDy (7€) Sepioyou wnodsopel) G0
(062 snuinojeBawiopfy Uewny
o (ggo) snunewofjoq (099) alods - uEpojajsuLe snjBladsy
S (000) alods - sngy snjyBiadsy
(095) snumouspy (795) sewownaud snodeooydang
(96¢) AH (9/6) 210ds - 1Ue}os wnLesn (e6y) eo%.w_oﬁmé% Sniceg |- 00G
(b)) Leg-UIaIdS3 (052) sueaiqe epipued (ze¢) sisuarem eyasiouel
Amm@ wmm_m_mﬁ_o& (B0 Spueusep SO | ) oo e
" %.___ sy (z8) esouibniae seuowopnas
Mmmw wxmugs_m mmeon (09) snae snoocaoyfyderg
(62) elque) eppuer (1#) SIsoi21aqn; wnyaioeqoafy 0
(07) wnuaed wnipuodsordhiny () 1109 BIYOLBYIST
(02) aessjou0 ougiA
SN\ £0Z0)01d snbung eL9)oeg WIS MW
asoQ

(9)s "oI4

a

Ju/brigop  w/broor  w/br o)
g uisoypAg auiwaes obipu| g uisosypuAz

15



ES 2 643 848 T3

(0699) wnueyeyd sknoghyoeig

0009
(659€) A0O-SHYS (009) lods - sueaubu sndoziyy
(69.2) sisuaibuuny snjjoeg
006¢
(6991) smebiwny snjbiadsy
(3091 &1ods - 1abiu snyibiadsy
(901) sneairsg sisdoendoas
(905} Simeaiaxq sisdouendoag | (8861) aiods - snaeydose snjioeg
(y01) 0718 (861} IUBYja1SED BqQALLBLUEDY (pve1) sepiouous wnodsopay 0001
(062) snuinojeBawoliy uewn
(669) snunewofiod (039) alods - wepopise snjjBiadsy
(009) a10ds - Snaey snyifiadsy
(09g) snumouapy (706) sewownaud snaoooydag
(06) A _ (e6t) 8lods - Seiue snjioeg G
(887) Z9I sBelouaioeg ﬁg o AR OIS ) umnugt epuoues 00
(161 Jeguds 05g) sueag u_m%o (z0¢) sisuaiein; ejasiouely
ﬁmm__ w@m_uwﬁ_ﬁ_a (89) SpRRRUIOp S2OMOSEG | ) erconse epeuag
(09) } xorduuig sodiay (z8) esouifiniae seuowopnasq
dul (05) snaine snaoodojfyders
(69) 2 xapuig sadi (62) enque, epierg (14) SISOI013qN] WNBI0GOOAYY 0
(07) wruaed wnipuodsordAiy (61) 1107 IyOLAYDST
(02) sessioyo ougiA
SIJIA S00Z010.d obuoH seusjeg | WIS.MW
sIS0(]

(9)s oi4

]

S O O

w6 g}
g euisoJjug

w/Bd o1
obipul
|p ulwie)d

Jwybrl g}
g eulsoJjug

16



ES 2 643 848 T3
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FIG. 6(C)
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FIG. 6(E)
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FIG. 6(G)
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FIG. 6(K)
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